


Inhalt. 


Schmitz, Ernst und Tatsuji Hiraoka. Cher den Phosphatidstoffwechsel 
bei der B-Avitaminose der Tauben ae a ae or 
Gyotoku, Kensuke. Studien iiber die Lipase. 1. Mitteilung: (her das 
Wirkungsoptimum der Magenlipase . i 2 ee 
Studien iiber die Lipase. Il. Mitteilung: Die Organlipasen und ihre 

Resistenz gegeniiber Saéuren und Alkalien 
Studien tiber die Lipase. IIT. Mitteilung: ¢ thininwiskung out Cuma 
lipas eS »« 

Baggesgaard- Rasmusse n, H., K. A Jackerott und 8. A. “Schou. Zur Be- 
stimmung von Wismut im Harn ee ee a ee ey 

Hefter, Julie und Rahel Judelowitsch. Biochemische Veraénderungen im 
Organismus bei Ermiidung. I. Mitteilung: Untersuchungen an 
Hammerschmieden und Lehrern ata Pe 

Okuneff, N. Spektrophotometrische Studien ‘fiber die ‘beiden Kompo- 
nenten des Farbstoffs Trypanblau. (Zugleich ein Beitrag zur Ad- 
st rptionstheorie der Vitalfarbung.) — 

Tausson, W. 0. Uber die Oxydation der Wachse duse h Mikroorganismen n 

Lunde, Gulbrand, Untersuchungen iiber den Jodstoffwechsel. I. Mit- 
teilung: Uber die Jodausscheidung durch den Harn von outoen 
eines norwegischen Kropfgebietes . : 

Barrenscheen, H. K. Methylglyoxal ale intermediéres Spaltungsprodukt 
bei der Glykolyse des Blutes Don 
dirgensons, Br. Dic Koagulation des Hamoglobins in Gegenwart von 

organischen Stoffen ; 

Zhorovszky, A. Uber den Energiege chalt anki lie E inergie espeicherung der 
Pflanzen mit Beriicksichtigung ihres Kohlenstoff- und Stickstoff- 
7 rae ee ee Pn ee ee ee 

Meyer, Karl. Uber die Reinigung des milchséurebildenden Ferments 

Riabouschinsky, N. P. Besteht eine Proportionalitaét zwischen der 
Arbeitsleistung und der Milchséure-, Phosphor- und Zuckermenge 
im Blute? wr tr a a ae i ee ee er ee ee eee 

Mayer, Paul. Vergleichende Untersuchungen iiber die Wirkung von 
Arsenat und von organischen Arsenséure-abkémmlingen auf die 
alkoholische Zuckerspaltung. Ein Beitrag zur Analyse der Arsen- 
witkung ‘awe ee er ee ae ee ee eae ee ee a 

Gewecke, Julius. Cher die Brauchbarkeit der Chinhydronelektrode zur 
Messung des pg von Vollblut und Serum , 

Hepner, J. und O. Wagner. Insulin und Fettstoffwechsel a 

Radeff, T. Uber die Rohfaserverdauung beim Huhn und die hierbei dem 
Blinddarm zukommende Bedeutung . 

Hiraoka, Tatsuji. Untersuchungen iiber die Atmung des s K rose hhe TZeNs. 
I. Mitteilung: Uber den O,-Verbrauch des iiberlebenden Frosch- 
herzens bei Speisung mit Ringer- sowie Tyrode- und Lockescher 
Lésung 





Seite 


62 


70 


BH 


O4 


10% 


122 


139 


161 


18] 


[Si 


192 


197 














IV Inhalt. 


Arnoldi, W. und T. Hiraoka. Untersuchungen iiber die Atmung des 
Froschherzens. II. Mitteilung: Der EinfluB von Séure und Lauge auf 
den O,-Verbrauch des iiberlebenden Froschherzens 

Zip!, Karl. Ein Universalextraktionsapparat , ; 

Prianischnikow, D. Uber die Ausscheidung von pone Genie a die 
Pflanzenwurzeln bei Séurevergiftung eee ee ee ee 

Tillmans, J. und P. Hirseh. Das Verhalten von Proteinen gegen Lauge 
und einige Riickschliisse daraus tiber ihre Konstitution (nach in Ge- 
meinschaft mit W. Mohr. H. Holl und L. Jarivala ausgefiihrten 
Versuchen) 


Neuberg, CC. und J. Leibowitz. Biochemische Darstellung eines Di- 


saccharid-mono-phosphorsaure-esters 

Berichtigung 

Demianowski, 8S.) Zur Frage nach der Rolle des Tryptophans im 
tierischen Organismus OR oe ee ea ae 

Feulgen, R., K.Imhiuser und M. Westhues. Zur Physiologie des 
ry ny I. Mitteilung: Cher die Resorption des Plasmalogens 
und die Bedingungen fiir das Zustandekommen der alimentaren 
Plasmalogenamie , 

Sehern, Kurt. Uber die Stérung se oS y= ‘korstoffwe « dnt bei Seseene- 
somiasen und Spirochaétosen en ere ee i 

Falkenhausen, M. Frhr. v.. H. J. Fuchs und M. Schubert. Uber pro- 
teolytische Fermente im Serum. LX. Mitteilung: Uber das ver- 
schiedene Verhalten der Sera in den einzelnen Metamorphose- 
stadien der Anuren te «ante: wire Ty a ae eT 

Liw, A. und R. Pfeiler. Studien iiber den Fettstoffwechsel. II. . 

Studien iiber den Fettstoffwechsel. LII. 

Viltz, W. und W. Kirseh. Der Nachweis des qutigeshiticnen Faktors 
bei Gras, das im Dunkeln auf einer kiinstlichen Nahrlésung ge- 
wachsen ist. I[1. " ae 

Jendrassik, L. und A. Czike. Zum | ( eine dee wounhiaivens Reluinn. 
Weitere Versuche iiber die angebliche Rolle von Ionen . - 

Virtanen, Artturi I. Uber cie Einwirkung der Bodenaziditat auf Sos 
Wachstum und die Zusammensetzung der Leguminosepflanzen 

Reiner, L. Nochmals: Elektrodialyse oder Elektroosmose. Bemerkun- 
gen zu der Arbeit: ,,Zur physikalisch-chemischen Kennzeichnung 
von normalem und pathologisch veraindertem Blutserum‘’ von 
G. Lasch und J. Reitstétter . 2 os 

Kumanomido, Susumu. Stoffwec aint eubepesaior Cetin 2 in Serum 

fijin, W.S. Bestimmung des Zuckers mittels Fehlingscher Lésung 
und Zentrifugierens 
Bestimmung von zwei Zuc hoverten i in einer Lieme , ; 

Warburg, Otte und Erwin Negelein. Uber die Verteilung des Aine, 
ferments zwischen Kohlenoxyd und Sauerstoff an? eo 

Uber den Einflu8B der Wellenlinge auf die Verteilung des 
Atmungsferments. (Absorptionsspektrum des Atmungsferments.) 

Krebs, Hans Adolf. Uber die reapragien von Kohlenoxyd und Licht auf 
Haminkatalysen : 

Fehér, D. Uber die Vermndune, dean Glechmnegpentes von :ende- 
gardh fiir die Messung der CO,-Produktion des Waldbodens 


264 


269 
276 
278 


313 
315 


99 
Jan 


326 


334 


339 


347 


350 








Inhalt. 


Maurer, E. und H. Duerue. Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 

XII. Mitteilung: Der Jodgehalt im normalen tierischen Organismus 

Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. XIII. Mitteilung 
Die BeeinfluBbarkeit des Jodgehaltes im tierischen Organismus 
durch perorale Zufuhr geringer Mengen anorganisch gebundenen 
Je ds ° ° ° ° ° ° ° ° . ° ° ° ° . ° ° ° . ° ° . ° ° 

Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. XIV. Mitteilung 
Die Beeinflussung des Jodblutspiegels durch einmalige Zufuhr an 
organisch gebundenen Jods Ppa Foe oka ; 

Harpuder, Karl. Untersuchungen iiber die biologische Bedeutung 
katalytischer Schwermetallwirkungen. III. Mitteilung iiber die 
biologischen Wirkungen des Wiesbadener Thermalwassers 
Uber den Einflu8 von Ferro- und Manganoionen auf Fermente 
IV. Mitteilung: Uber die biologischen Wirkungen des Wiesbadener 
Thermalwassers . ee ore ee ee ee po 

Fellenberg, Th. vy. Untersuchungen iiber das Vorkommen von Jod in 
der Natur. XII. Mitteilung: Zur Geochemie des Jods. Ill. Der 
atmophile Charakter des Jods en eee eo ere 

Ettisch, G. und R. Koganei. Uber die Oberflachenspannung von 
wasserigen Lésungen hochmolekularer Salze. (Kurzer Bericht) 

Simon, A. und J. Szeléezey. Untersuchungen iiber Kalium- und 
Calciumgehalt der peripheren Nervenfasern i ~? 

Kapeller, R. und H. Kutsechera-Aichbergen. Uber den Calciumgehalt 
TE oc a ¢ ¢ sk @ a oe ee © * a we eee 

Steppuhn, 0. und J. Nolle. Fermentative Prozesse als Ursache det 
Gottliebschen Entgiftung herzverankerter Digitalissubstanzen 

Imhauser, K. Zur Physiologie des Plasmalogens. II. Mitteilung: Uber 
das Verhalten des Plasmalogens im Serum von Neugeborenen 

Poulsson, Leif T. Uber die mikrokolorimetrische Natriumbestimmung 

Ottensooser, F. und E. Strauss. Immunochemische Untersuchungen 
iiber Globin und Globinderivate od ae 5 ete 

Neuberg, Carl und Maria Kobel. Zur Frage des Nachweises von Methy}- 
glyoxal als Zwischenprodukt der Glykolyse 


Autorenverzeichnis 





Vv 
Seite 


356 


360 


364 


380 


384 


390 


393 


400 


409 


416 
423 


426 


464 
468 














ih 


mh 


1¢ 
Ze 








Uber 
den Phosphatidstoffwechsel bei der B-Avitaminose der Tauben. 


Von 
Ernst Sehmitz und Tatsuji Hiraoka. 


\us der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Uni- 
versitaét Breslau. 


(Eingegangen am 3. Dezember 1927.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Zu den charakteristischen Erscheinungen, die die B-Avitaminose 
im Organismus der Tauben hervorruft, zahlt eine Reduktion der Gehirn- 
masse um etwa ein Sechstel ihres Anfangsbestandes', mit der zugleich 
tiefgreifende qualitative Umstellungen verbunden sind. Der Chol- 
esteringehalt ist betriichtlich gesteigert*, die Phosphatide bleiben 
prozentisch unveraindert oder werden sogar verringert gefunden’®. 
Schon ein Gleichbleiben des prozentischen Gehalts bedeutet indessen 
eine Verringerung des Gesamtbestandes an Phosphatiden, und so 
haben denn Schaumann* sowie Funk® schon vor langerer Zeit den 
Phosphorgehalt ces avitaminésen Gehirns, der ja zum weitaus tiber- 
wiegenden Anteil aus Phosphatidphosphor besteht, verringert gefunden. 
Die Zahlen von Funk zeigen ein Absinken von durchschnittlich 1,84 °, 
der Trockensubstanz bei normalen, auf durchschnittlich 1,53° bei 
avitaminésen Tauben, also annihernd ebenfalls um ein Sechstel der 
anfanglichen Konzentration. Ein derartiger Abbau von Phosphatiden 
findet auch bei einer Reihe von degenerativen Geisteskrankheiten 
statt, so bei der progressiven Paralyse, Schizophrenie, Dementia pella- 


' Mae Carrison, Oxford med. publications 1921. 

2 K. Hotta, Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 85, 1923. 

3 M.L. Koch und C. Voegtlin, Bacteriol. lab. of Washington Bull. 
103, 1916; Ciaccio, Annali di clinica medica 10, 60, 1920; H. Naito, diese 
Zeitschr. 142, 385, 1923. 

* H. Schaumann, Arch. f. Schiffs- und Tropenhygiene 14, Beiheft 8, 
S. 287, 1910. 

*> C. Funk, Journ. of physiol. 44, 51, 1912. 
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gros@ und auch bei der Avitaminose liegt hier wahrscheinlich ei) 
der chemischen Vorginge zutage, auf denen die polyneuritischey 
Symptome beruhen. 

Trotzdem ist der Abbau von Phosphatiden an sich wahrscheinlic! 
kein abnormer ProzeB. Hirschberg und Winterstein' haben aus cer 
gleichzeitigen Abnahme der Fettsauren und Freisetzung von stickstoff 
haltigen Substanzen im tiberlebenden Zentralnervensystem des Froschies 

auch Phosphorsiure wird unter diesen Bedingungen in Freiheit 
gesetzt — und aus der Méglichkeit, diesen Verbrauch durch Zufulu 
von Phosphatid einzuschranken, geschlossen, daB im Gehirn ein Umsatz 
seiner Lipoide stattfindet. 

Im Laufe des normalen Stoffwechsels im Gehirn mu8 demnac! 
standig Ersatz fiir die verbrauchten Lipoide bereitgestellt werden 
Dies diirfte in erster Linie durch Synthese der notwendigen Substanzen 
innerhalb des Organismus geschehen. Haben doch Smith und Mair* 
gezeigt, daB bei jungen Hunden und Menschen nur ein kleiner Teil 
der Lipoide, die im reifenden Gehirn zur Ablagerung gelangen, der 
Nahrung entstammen kann, wahrend bei weitem die Hauptmenge 
endogenen Ursprungs sein mu8. Die Ernahrung liefert also hier nur 
die Bausteine oder deren Vorstufen. Wird sie eingestellt, so entnimmt 
der hungernde Organismus dem Bestand seiner weniger lebenswichtigen 
Organe die nétigen Materiatien, die dem Aufbau der Gehirnbestandteil 
dienen, und beim Hungertod ist der Bestand des Gehirns im ganzen* 
und insbesondere der an Lipoiden und Sterinen* noch unvermindert 


Bei der B-Avitaminose dagegen kommt es offensichtlich zu einer 
Stérung im Stoffwechselgleichgewicht des Gehirns, und es liegt nah« 
deren Ursache in einem Daniederliegen der Synthese der notwendigen 
Substanzen oder wenigstens einiger von ihnen zu suchen. 

Ahnliche Verhiltnisse wie im Gehirn diirften auch in vielen anderen 
Organen obwalten, wenigstens sind die Zunahme des Cholesterins und 
die Abnahme der Phosphatide weit verbreitete Vorginge. Wenn sie 
wirklich das Ergebnis einer nachlassenden Fahigkeit zur Phosphatid 
synthese sind, so konnte es méglich erscheinen, dem avitaminésen 
Organismus dadurch etwa zur Hilfe zu kommen, daB man ihm diese 
Funktion zum Teil abnahm. 


1 KE. Hirschberg und H. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 105, 
1, 1909; 108, 9, 1920. 

2 L. Smith und Mair, Journ. of pathol. and bacteriol. 17, Proc. 128, 
418, 1912. 

8 C. Voit, Zeitschr. f. Biol. 2, 307, 1866. 

* Klemperer, Deutsch. med. Wochenschr. 86, 2373, 1910; Ellis und 
J. A. Gardner, Proc. of the Royal soc. of London, Ser. B, 85, 385, 1912 
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Phosphatidstoffwechsel bei B-Avitaminose. 3 


\Vir haben uns deshalb die Frage gestellt, ob es gelingt, durch 
which wiederholte Zufuhr von Phosphatid das Krankheitsbild der 
wbenberiberi entweder allgemein zu mildern oder vielleicht einen 
estimmten Zug aus ihm herauszunehmen. Wir haben uns bei den 
ersuchen, tiber die wir im folgenden berichten, des Eilecithins Kahlbaum 
wdient, um nicht durch Verwendung eines Gehirn- oder Herz- 
hosphatids usw. ein einzelnes Organsystem einseitig zu bevorzugen. 
Unsere Versuchstiere waren fast ausnahmslos Mannchen.) Es sind 
dessen inzwischen weitere Versuche mit Gehirnlecithin eingeleitet, 
ir das H. Sachs eine weitgehende Organspezifitat nachgewiesen hat, 
nd das vielleicht seine Wirkungen besonders an diesem Organ erweisen 
‘ird, auf dessen abnormen Zustand ein groBer Teil der auBeren Er- 
heinungen der Beriberi zuriickzufiihren ist. 

Der Versuch, das Krankheitsbild der Beriberi durch Lipoidzufuhr 

modifizieren, wird damit nicht zum erstenmal gemacht. Hotta! 
at in Embdens Laboratorium Tauben, die im tibrigen mit poliertem 
wis ernihrt waren, reichliche Mengen von Cholesterin zugefiittert 
nd damit einen wesentlichen Zug des chemischen Krankheitsbildes, 
ie Cholesterinanreicherung, noch verstirkt. Die Folge war eine 
harakteristische Veranderung der auBeren Erscheinungen, die in 
inem ganzlichen Verschwinden der sonst typischen Krampfe und der 
\usbildung einer eigentiimlichen Steilhaltung bestand. Gerade diese 
teht in auffallendem Gegensatz zu der geduckten Haltung, die die 

Beriberitauben sonst einzunehmen pflegen. 


Auch durch Verabreichung von Phosphatid ist schon eine Be- 
vinflussung der B-Avitaminose versucht worden. H. Naito® fiitterte 
wif Reiskost gesetzte Tauben mit groBen Mengen von Lecithin, jedoch 
lieben seine Versuche, wenigstens soweit das Gehirn in Frage kommt, 
hne Ergebnis. Angaben iiber das klinische Verhalten der Versuchstiere 
Tauben) werden nicht gemacht. Ausgangspunkt dieser Versuche 
waren altere Untersuchungen von Franchini® und Salkowski*, in denen 
ugestrebt worden war, den Phosphatidgehalt des Kaninchengehirns 
ei Fortfall sonstiger Nahrung durch forcierte Fiitterung mit Lecithin 
Franchini) oder Cephalin (Salkowski) zu erhéhen. Auch diese alteren 
Versuche hatten ein negatives Ergebnis gehabt. Der Fehlschlag wird 
seinen inneren Grund darin haben, daB auch der hungernde Organismus 
den Stoffwechsel des Gehirns noch zu balancieren vermag und dab 
lie Lecithinfiitterung lediglich eine bessere Versorgung mit Bausteinen 


1 K. Hotta, Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 1, 1924. 
2 H. Naito, diese Zeitschr. 142, 393, 1923. 

3 Franchini, ebendaselbst 6, 210, 1907. 

* H. Salkowski, ebendaselbst 51, 407, 1913. 
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bedeutet, ohne die Regulierung zu beeinflussen. Dann aber liegt ay 
diesen Arbeiten, wie auch noch der von Naito, die irrtiimliche a};, 
Annahme zugrunde, da®B Phosphatide die Darmwand ungespalte) 
passieren. Sie wurde urspriinglich von Stassano und Billon' «4 
gesprochen, ist aber durch altere Untersuchungen aus Nenckis La)ora 
torium sowie von Clementi*, durch neuere von Abderhalden und Pajjfrath 
und von Eichholtz* als unzutreffend erwiesen worden. Eichholtz kon 
dartun, daB bei jungen Hunden nach Verabreichung von nicht wenige 
als 40 g Lecithin per os nur minimale Bruchteile dieser Menge im But: 
wiedergefunden werden. 


In diesem Zusammenhang muB noch der Untersuchungen vo) 
Schaumann® gedacht werden. Ausgehend von einer ,,Arbeitshypothes: 
nach der der tierische Organismus die mit der Nahrung aufgenommenen 
organischen Phesphorverbindungen als solche verwerten muB, und nu 
einfachere Umformungen an ihnen vorzunehmen vermag®, bildet; 
sich Schaumann die Vorstellung, dab die Beriberi durch den Mange 
an solchen, noch naher zu bestimmenden Phosphorverbindungen i 
der Nahrung entstehe, und fand tatsachlich den Harn, allerdings an 
scheinend nur eines einzigen Kaninchens, phosphorarmer?. Er unte: 
suchte dann eine Reihe von tierischen und pflanzlichen Produkten 
auf ihre Fahigkeit, zu einer an sich insuffizienten Nahrung die nétigen 
Ergainzungsstoffe zu liefern, und fand heraus, daB diese Fahigkeit 
in vielen Fallen ihrem Phosphorgehalt proportional ist. Allerdings 
stellte sich bald heraus, daB die unbekannten Ergainzungsstoffe div 
Phosphatide nicht in ihre Lésungen in organischen Lésungsmittel 
begleiten®. Die Angabe, daB die Phosphorausscheidung bei Beriberi 
herabgesetzt sei, wurde von spiteren Untersuchern® nicht bestatigt 
Inzwischen ist durch die Untersuchungen von Hansteen-Cranner™ div 


! H. Stassano und F. Billo C. r. hebd. de V'académie des sciences 
134, 318, 1902. 

2 Schumof{-Simanowski und Sieber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 49 
50, 1906; Clementi, Archivio di fisiologia 8, 399, 1911. 

* BE. Abderhalden und Paffrath, Fermentforschung 8, 184, 294, 1925 

* EKichholtz, diese Zeitschr. 128, 310, 1923; 144, 66, 1924. 

®° H. Schaumann, Arch. f. Schiffs- und Tropenhygiene 14, Beihett * 
1910; 18, Beiheft 6, 1914; Therap. Monatsh. Marz 1916. 


® a. a. O. 1910, S. 203. 
7 a. a. O. 1910, S. 288. 
8 a. a. O. 1914, S. 179. 


® Teruuchi, K. Miura, S. Suzuki, zitiert nach Shimazono in Ste) 
und Gyérgy, Avitaminosen und verwandte Krankheiten, 8. 629.  Berli: 
Springer. 


> 


° B. Hansteen Cranner, Medlinger fra Norges Lanbrukhelskole, Heft | 2 
1922. 
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\ufmerksamkeit auf die auBerordentliche Leichtigkeit gelenkt worden 
der vor allem pflanzliche Phosphatide eine Reihe verschiedener 
Stoffe mit in wiisserige Extrakte hineinnehmen, um sich beim Uhergang 
rganische Lésungsmittel von ihnen zu trennen. Es erscheint méglich 
dal sich der von Schaumann beobachtete Parallelismus von Phosphor 
gehalt und Vitaminwirkung sowie die Dissoziation beider bei der Passage 
durch Lipoidlésungsmittel in dieser Weise erklart. Der Standpunkt 
daS der antineuritische Faktor an sich eine Phosphorverbindung sei 
st von der Wissenschaft inzwischen aufgegeben worden. 

Auf jedem Fall erscheint die orale Verabreichung von Phosphatid 
ls ganz ungeeignetes Mittel, dessen Umlauf im Blute zu steigern 
ind die Versorgung der Organe zu verbessern. Wir entschlossen uns 
deshalb, das Phosphatid auf subkutanem Wege zuzufiihren, auf dem 
es vom Organismus gut ausgenutzt wird!, Wir stellten uns eine 10°, ige 
Emulsion von Eilecithin Kahlbaum her, indem wir dieses in Ather 
listen, Wasser zugaben, den Ather durch einen starken Luftstrom 
verjagten und auf das richtige Volumen auffiillten. Die entstandene 
Emulsion war recht dauerhaft, so daB wir den Bedarf fiir je 10 Tage 
auf einmal herstellen konnten. Gleichzeitig fiihrten wir Fiitterungs 
versuche aus, in denen die gleiche Menge Lecithinemulsion, | ccm 
durch Schlundsonde gegeben wurde. Diese Reihe diente dazu, einen 
Vitamingehalt des benutzten Lecithinpraparats auszuschlieBen, cet 
ja vom Darm her ebenso hatte wirken miissen, wie bei Injektion. Ein 
Gehalt von Eilecithin an Vitamia ist von vornherein wenig wahrscheinlich ; 
das Eiklar allerdings in getrocknetem Zustande verwendet ist 
von Cowgill? frei von dem Faktor B gefunden worden, und die Ansicht 
von 7'so®, daB er im Dotter anzunehmen set, griindet sich nur auf einen 
einzigen, nicht sehr durchschlagend verlaufenen Tierversuch. Endlich 
geht der Faktor auch aus Materialien, in denen er reichlich vorhanden 


ist, héchst spirlich in organische Lésungen tiber. Immerhin erschier 
uns der direkte Versuch als das sich: ste Mittel, eine Tauschung durch 


Gegenwart von Vitamin auszuschlieBen. 


Versuchsanordnung und Methodik. 


Wir nahmen vier Serien zu sechs und eine zu vier Tauben in den Versuch. 
Leider stellte sich bei den Sektionen heraus, dab unsere Absicht, aus 
schlieBlich Mannchen zu verwenden, nicht erreicht war, es befanden sich 
aber nur sehr wenig Weibchen unter unseren Tieren. Das Anfangsgewicht 
der Tiere lag zwischen 300 und 400¢. Zwei Serien erhielten normales 


| F, Marfori, Arch. f. exper. Path. u. Pharm, Supplementband, 8. 378, 
1008, 
2 Cowgill, Amer. Journ. of physiol. 79, 341, 1926. 
T'so, Biochem. Journ. 20, 17, 1926 
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Mischtutter, die dret anderen auss« 
fiir Korn verlesen 


war. 

Von den beiden normal gefiitterten Serien blieb die eime gar 
Behandlung, die andere erhielt tagliche subkutane Injektionen vor 
Emulsion gleich 100g Lecithin. An den Infektionsstellen 
wir keinerlei 
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senthich beeinfluBt wurden. und daB insbesondere die von Brinkman! 

intravendser Injektion von Lecithin beobachteten Schadigungen 
ht hervortraten. Die Tiere boten aber Anzeichen einer gesteigerten 
regbarkeit. die sich in standigem Gurren und Streiten auBerte. Bei 
niherung an den Kafig klammerten sich die Tiere an die Hinterwand 


vel. Abb. 3). wahrend die Tauben der anderen Serien sich daran 
vanz rasch gewéhnten. Die FreBlust der Tiere war unvermindert, dik 
\ erdauung normal lie ervt hro« vtenzah| clie allwii hentheh te st 


vestellt wurde, erfuhr keine Anderung 





Abb. 3 


Beriberitauben, 45 Tage mit Lecithin ygespritzt 
£ i 


Bei den unbehandelten Reistauben bildeten sich die gewéhnlichen 
Zeichen der Taubenberiberi heraus Sie nahmen bald ele gecduc kte 
Haltung ein, auf die Dauer stellten sich Zittern, Atamie und Kriampfe 
ein, der Kot wurde griinlich. Das erste Tier dieser Serie starb am 29 
das letzte am 45. Tage 

Die Lecithininjektionen riefen bei Reistauben etwas abgeschwacht 
die gleichen Erscheinungen hervor, wie bei Normaltieren, d. h. Schreck 
haftigkeit, Gurren und Zanken Im iibrigen aber zeigten die Tier 
lange Zeit ein ganz normales Bild, wie das die beigegebene Photographie 
vom 45. Tage (Abb. 3), also beim Tode des letzten unbehandelten Reis 
tieres zeigt Allmahlich bildeten sich jedoch auch bei diesen Tieren 
die Beriberisymptome in typischer Weise heraus (Abb. 4 vom 60. Tage 


Das erste Tier vere! ae te spontan am a3 Tage cit iibrigen starben win 


. R B nha Arc nee riancarse te physiol ot) 425, 1924 








KE. Schmitz u. T. Hiraoka 


73.. 83. und 87. Tage Zwei hatten wir beim Tode der letzten 
behandelten Taube zur Kontrolle des inneren Befundes getétet 


ist unzweifelhaft, daB die entscheidenden Krankheitsstadien in wesent] 


langerer Zeit erreicht wurden als bei den unbehandelten Reistauly 





a - ‘ +f * 2 + 
Sakre 


Abb. 4. 
Beriberitauben, 60 Tage mit Lecithin gespritzt 





Abb. 5. 
Beriberitauben, 30 Tage mit. Lecithin gefiittert 


Die erste Lecithintaube starb am 53.. die letzte am 87. Tag: 


das ist in beiden Fallen ziemlich genau das Doppelte der bei den \ 
behandelten beobachteten Zeiten 


Durch die Lecithinfiitterung wurde auBerlich kaum eine Anderung 
des Krankheitsbildes hervorgerufen. Sie machten etwa vom 17. Tag: 
an einen schwerkranken Eindruck, zeigten alle polyneuritische Symptom. 
in deutlicher Ausbildung und bekamen vor allem schwerste Krampf« 
Kine Taube starb am 25. Tage, die iibrigen hielten sich trotz grober 
Schwache bis zum 45. Tage. an dem wir sie aus duBeren Griinde: 


téten muBten Dazu mag die orale Lecithinzufuhr in bescheidenen 


Umfange beigetragen haben. 
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Tabelle | 


Reistauben, mit Lecithin gefiittert 





WH Q QOS 9290 


Chol Phoss Chol Paos Chol Phoss Chol Phos 
esterin phatid esterin phatid § esterin phatid § esterin § phatid 


rsuc stag W165 05538 O172 0640 O176 O565 O192 0.531 
O375 O425 O431 0.625 O386 ODS4 O98 0.565 
4 0.397 O312 O415 O5S1IS OBSSS 0.565 O.500 OD15 
0.600 0.446 0478 O478 0.7535 0462 
25. Tag 7 $5. Tg. getotet 45.Tyg.getitet 45. Tg. get stet 
: O.0845 O.0585 O.0485 O425 
, nnIeren * OO.3S85 0.0650 O.OD15 0.0500 
1.1055 1/265 1.0850 10165 
5 | 1.0865 1.0035 1.1008 1.0645 
mm g 2 2650) 1L.OS65 2.1055 2145 
Nebenniere in des 3.16 9.70 4.41 4.80) 
Bulbusmittels eas) 6.40 $68 4.08 
rehirn im des 
Bulbusmittels . . 207 195 142 1S 


tin den Tabellen I 


Unsere Befunde am Blute und an den Organen sine 
bis V zusammengefakt. Bei den unbehandelten Normaltauben (Tabelle I) 


ag der Anfangsgehalt des Cholesterins zwischen 0.170 und 0,237 °,, und 


iiberschritt diese CGrenzen auch im Laufe des Versuchs nichg Lie 
Phosphatidwerte lagen zu Anfang zwischen 0,520 und 0,595°,, (nw 


bei Taube 411 fanden wir bei der ersten Untersuchung 0,694°,) 
niherten sich aber unter den gleichmabigen Lebensbedingungen des 
Versuchs bei allen Tauben einem Mittelwert, der bei ungefahr 0,550°, 
velegen ist. 

Bei den mit Lecithin gespritzten Tauben (Tabelle 1) lagen die 
Cholesterinwerte ebenfalls innerhalb der angegebenen Grenzen. Wenn 
durch die Lecithininjektionen eine Cholesterinsteigerung tiberhaupt 
eintritt, halt sie sich jedenfalls in sehr bescheidenen Grenzen und ist 
kaum fiir die groben, im Hauptversuch beobachteten Zunahmen ver 
antwortlich zu machen. Das gleiche gilt fiir die Phosphatide, die im 
Laufe des Versuchs Werte bis zu 0,600°,, erreichten, also wiederum 
nicht wesentlich tiber die bei den unbehandelten Normaltauben er 
reichten hinausgingen. Es scheint allerdings, dali man iiber die von 
uns eingehaltene Dosis von 0,1 g pro die nicht hinausgehen kann 
ohne auch bei Normaltieren einen starkeren Phosphatidumlauf hervor 
zurufen. 


Bei den unbehandelten Reistauben (Tabelle I11) findet sich das 
gewohnte Bild: Eine Cholesterinsteigerung, die am zehnten Versuchstage 
eben merkbar ist und bis zum 37. Tage bei fast allen Tieren die Wert« 


hinauftreibt. Entsprechend nehmen die Phosphatide ab 


iiber 0.5° 


o 
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die zum gleichen Termin bei etwa 0,35°,,, in zwei Fallen sogar 


0.3°,, angelangt sind. 


’ 


Bei den mit Lecithin injizierten Tauben (Tabelle IV) steigt da. 


Cholesterin wesentlich rascher an, als bei den unbehandelten Reistau he 
und erreicht schon nach 15 Tagen das Dreifache des Ausgangswert 
Deutlich in giinstigem Sinne beeinfluBt sind dagegen die Phosphatic 
die auch bei den zuletzt verstorbenen Tauben noch um 0.5°,, liege) 


Bei den mit Phosphatid gefiitterten Tauben (Tabelle V) war 


Entwicklung der Hypercholesterinimie etwa so, wie bei den 
handelten Tauben, die Abnahme der Phosphatide ist nicht ganz s 
stark wie bei diesen, aber doch unvergleichlich viel starker als bei dey 
mit Injektionen behandelten. 

AbschlieBend kénnen wir sagen, dab durch die Lecithininjektione: 
der Cholesterinanstieg im Blute nicht verhindert wird, daB aber di 
Phosphatidverminderung fast ganz hintangehalten wird, wahrend das 
durch orale Zufuhr des Phosphatids nur unvollkommen erreicht wird 

Der untere Teil der Tabellen gibt die Gewichte der Bulbi, Neben 
nieren und Gehirne sowie die Relation der beiden letzten zum Bulbus 
gewicht wieder. 

Die Nebennierengewichte lagen bei den Normaltieren zwischen 
18.5 und 30mg, in Prozenten des Bulbusmittels bei 1,73 bis 2.65 
Die Lecithininjektionen blieben bei normalen Tauben ohne Einflui 
die Nebennieren wogen, wenn wir von dem einen Tier 575 absehen 
20.5 bis 30,5 mg gleich 1,65 bis 2,84°, des Bulbusmittels. Nur bei 
diesem einen wogen die Nebennieren 32,8 und 38,5 mg, und wenigstens 
der letzte Wert fallt deutlich auBerhalb des Normalen. Die Quotiente: 
Nebenniere : Bulbusmittel steigen hier auf 3,06 und 3,58. Wir méchter 
annehmen, daB es sich hier um eine zufallige Ausnahme und nicht wn 
eine Wirkung des Lecithins handelt. Ware das letztere der Fall, so wiir 
die im Hauptversuch unter Lecithinwirkung erfolgende Verzégerung 
der Zunahme der Nebennieren nur noch héher einzuschatzen. 


Unter den unbehandelten Reistauben konnten wir in einem Falk 
bei Tier 404, die Nebennieren nicht finden, da sie von dem stark ent 
wickeiten Eierstock umschlossen waren. Bei einem Tier (406) was 
eine Nebenniere normal, die andere nur mabig vergréBert, bei de 
iibrigen vier bewegten sich die absoluten Gewichte zwischen 49 und 
60 mg, die Quotienten zwischen 4,15 und 5,67. 

Die hemmende Wirkung der Lecithininjektionen zeigt sich aufs 
deutlichste bei den beiden am 45. Tage getéteten Tauben. Bei de 
einen Tiere sind sie absolut normal — 29,5 und 30.4 —, bei dem andere: 


nur ganz wenig oberhalb der Norm gelegen, 36,5 und 394mg. I) 
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Quotienten sind 2,68 und 2,76 bzw. 3,80 und 3,51. Bei dem ersten Tiere 
haben wir also noch zur Zeit des Todes des letzten unbehandelten Tieres 
vollkommen normale Verhiltnisse, bei dem zweiten hat bereits eine 
Steigerung eingesetzt, die aber nur eben merkbar ist und etwa der bei 
dem Lecithinnormaltier 575 beobachteten entspricht. Bei dem gleich- 
zeitig gestorbenen unbehandelten Tiere wogen die Nebennieren 54 
und 57g und betrugen die Quotienten 5,61 und 5,32. Die tibrigen 
Lecithintiere verfielen, wie oben schon erwahnt, im weiteren Verlauf 
des Versuchs in vollkommen typische Erkrankung und zeigen auch 
die dieser entsprechenden Organgewichte. Bei den beiden am langsten 
iiberlebenden Tieren sind iibrigens die absoluten Nebennierengewichte 
mit 48 bis 53 mg, die Quotienten mit 4,4 bis 4,8 verhaltnismaBig klein 


Von den mit Lecithin gefiitterten Tieren zeigte das am 25. Tage 
verendete wenig vergréBerte Nebennieren 34,5 und 38,5 mg, 
Quotient 3,16, 3,56 —, bei den am 45. Tage getéteten Tieren lagen 
die absoluten Gewichte zwischen 42 und 65 mg, die Quotienten zwischen 
4.08 und 6,4, also in derselben GréBenordnung, wie bei den unbehandelten 
Tieren. Der niedrigste Wert liegt deutlich oberhalb des héchsten, 
den wir bei den am 45. Tage getéteten, mit Lecithin injizierten Tauben 
fanden. 


Lecithin fiihrt demnach bei subkutaner Injektion héchstens in 
Ausnahmefillen zu einer VergréBerung der Nebennieren, laBt sie aber 
im allgemeinen unverandert. Bei reisgefiitterten Tauben wird die 
sonst eintretende VergréBerung der Nebennierenrinde lange hinaus- 
geschoben, wenn sie sich auch schlieBlich mit den tbrigen avitamino- 
tischen Erscheinungen zusammen entwickelt. Per os zugefiihrtes 
Lecithin vermag wenigstens bei gleicher Dosierung diese Wirkung 
nicht auszuiiben. 


Von besonderem Interesse ist natiirlich das Verhalten des Gehirns. 
Hier sind freilich die Massenveranderungen prozentisch sehr viel geringer, 
als bei den Nebennieren, und da schon bei normalen Tauben das Ver- 
hiltnis Gehirn: Bulbus stark schwankt (das Gehirn wiegt tbrigens 
in der Regel nur ganz wenig mehr als beide Bulbi zusammen), kommen 
beim Vergleich mit den iibrigen Serien Uberschneidungen vor, die bei 
der angesichts dieser Verhiltnisse geringen Zahl unserer Tiere einen 
sicheren SchluB nicht zulassen. Es kommt hinzu, daB wir in dem 
Bestreben, die Veranderung des klinischen Bildes durch die Lecithin- 
behandlung festzustellen, nur zwei Tiere zu einem Zeitpunkt téteten, 
in dem die Schutzwirkung noch offenba: war. Nui diese beiden kénnen 
wir streng genommen mit den iibrigen Serien vergleichen, die spater 
spontan verendeten verhielten sich ja in allen Einzelziigen wie Beriberi- 
tiere. 
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In der Tabelle V1 sind die Werte des Verhaltnisses Gehirn : Bullyis 
fiir unsere Versuchstiere zusammengefabt . 


Tabelle V1. 





Unbehandelte Normaltauben, Unbehandelte Reistauben, Reistauben, 
Normaltauben mit Lecithin Reistauben mit Lecithin mit Lecithin 
injiziert injiziert gefuttert 
200 258 176 190 207 
190 195 210 199 196 
215 252 174 176 192 
247 207 225 207 198 
204 204 183 — 
212 243 199 
Mittel: 211 226 193 193 198 


Eins diirfte aus der Tabelle mit Sicherheit hervorgehen: daB sich 
bei den unbehandelten Beriberitauben und den spontan verendeten 
lecithingespritzten Tauben die meisten niedrigen Werte finden. Dem 
gemaB sind auch die Mittelwerte klein und gleich. Der fiir die un. 
behandelten Reistauben wiirde noch geringer sein, wenn nicht hie: 
ein Wert (Taube 405) weit oberhalb aller iibrigen lige. Allerdings 
liegt der Mittelwert fiir die lecithingespritzten Normaltauben fast 
ebensoviel nach oben verschoben, wie der der Reistauben nach unten 
und eine kiinstliche Massenvermehrung des Gehirns ist bisher nie 
erreicht, allerdings wohl auf diesem Wege auch nie versucht worden 
Wir sind weit entfernt, aus unseren wenigén Versuchen mit ihren 
geringen Ausschligen etwag Derartiges folgern zu wollen. Hinweisen 
méchten wir nur darauf, daB die Quotienten fiir die am 45. Tage ge 
téteten Lecithintauben, die in die Tabelle nicht aufgenommen sind 
mit 230 und 207 ziemlich hoch liegen. Wir méchten aus diesen beiden 
Bestimmungen keinerlei SchluB ziehen, werden aber in weiteren Ver 
suchen diesen Punkt besser herauszuheben bestrebt sein. 

Klarer tritt der Einflu8 der Phosphatidinjektionen auf einem 
anderen Gebiet hervor. In der Tabelle VII sind die Ergebnisse von 


Tabelle VII. 


Erythrocytenzahlen von normalen und Reistauben mit oder ohne 
Lecithininjektionen in Millionen pro ccm. 


a) Unbehandelte Normaltauben. 





Versuchstag 407 408 410 411 412 414 
1. 3,52 3,21 4,08 3,96 4.04 3,70 

16. 3,67 3,62 3,63 3,79 4,12 4,06 

29. 3.64 3,92 4,17 3,99 3,94 3,56 
39. 3,64 3.62 4,32 4.27 4,48 3,98 
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b) Mit Lecithin gespritzte Normaltauben. 





Versuchstag 570 571 572 573 574 575 
& 3,56 — - 3,76 3,47 4,09 

5. 3,94 3,97 4,04 3,86 3,91 3,96 

21. 4,39 3,88 4.26 3,82 3.88 3.88 

31. 4,19 4,36 4.29 4,16 3,96 3,98 

56. 3,70 4.16 4.0 4,24 3,69" 4.105 


c) Unbehandelte Reistauben. 





Versuchstag 402 403 404 405 406 409 
1. 4.08 3.84 3,92 3.36 4,28 3,90 

14. 3,37 2.64 2.98 3,16 3,16 3,49 

28. 3.28 (27.Tagt 20. Tag + 2.56 2.72 3.66 

42. — 2.56 


d) Reistauben mit Lecithin injiziert. 





Versuchstag 576 577 578 579 580 581 
1. 4,26 3,52 4.65 4,09 3.60 3,75 

14. 4,19 3,54 4,06 3.67 3,40 4,22 

26. 3,61 3,65 3.46 3.18 2,92 3,15 

38. 4,08 3,99 3,56 3.35 3,39 3,10 

52. 3.72 3.58 3,.68** 3,30** 2.96 3,48 


* Am 45, Tage vor der Tétung 

** Am 45. Tage. 

Blutkérperchenzahlungen der vier ersten Serien zusammengestellt, 
die ihn deutlich erkennen lassen. 

Die Normaltauben zeigten in den Erythrocytenzahlen Schwankungen 
von 3,21 bis 4,48 Millionen und im ganzen eine leichte Zunahme wahrend 
der ganzea Versuchsdauer, die mit den besseren Ernahrungsbedingungen 
zusammenhangen diirfte. Ebenso verhielten sich die mit Lecithin- 
injektionen behandelten Tiere, jedenfalls gingen hier die Zunahmen 
nicht iiber die auch an unbehandelten Tieren beobachtete hinaus. 
Bei den unbehandelten Reistauben sank die Zah] der Blutkérperchen 
regelmaBig ab, wie das schon hiaufiger, 2. B. von Nitzescu und Cadariu' 
beobachtet worden ist. Die Abnahmen haben ein AusmaB von ungefahr 
einem Drittel des Anfangswertes. Die Zaihlungen bei den mit Lecithin 
gespritzten Beriberitauben zeigen demgegeniiber bis zum 45. Tage 
eine deutliche Verlangsamung, bei einigen Tieren sogar eine Verhinderung 
dieses Prozesses, und die Abnahmen betragen bei den sechs Tieren in 
Prozenten des Anfangswertes; Tier 576 18%, Tier 577 12%, Tier 578 
kleine Zunahme, Tier 579 20,8 %, (der Ausgangswert ist auBergewéhnlich 


1 Nitzescu und Cadariu, C. r. des séances de la societé de biologie 
98, 1245, 1923. 
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hoch), Tier 580 8%, Tier 581 19%. Taube 576, bei der die Abnahme 
von einem normalen Anfangswert ausgehend 18°, betrug, war die erst; 
die spontan zum Exitus kam, bei dem Tiere 579 waren, trotzdem dic 
prozentische Abnahme infolge des hohen Anfangswertes groB erscheint. 
doch am 45. Tage noch reichlich Erythrocyten vorhanden. Der Schwund 
der roten Blutkérperchen ist also wohl unstreitig eins von den Momenten 
die das schlieBliche Unterliegen bei der Avitaminose bedingen. Dann 
miissen wir aber auch in der Einschrankung dieses Verlustes durch «ic 
Lecithingaben einen der Wege sehen, auf dem die Behandlung den 
Exitus der Tiere hintanhalt. Eine die Hamatopoiese férdernde Wirkung 
von Phosphatidinjektionen ist schon verschiedentlich, zuletzt auf dem 
39. KongreB der Deutschen Gesellschaft fiir innere Medizin von Magat' 
hervorgehoben worden. Wir haben von diesen Versuchen erst nach 
AbschluB der unserigen Kenntnis erhalten. Wir méchten annehmen 
daB es sich in unseren Versuchen nicht um eine Reizwirkung es 
injizierten Phosphatids auf den blutbildenden Apparat, sondern wn 
die Zufuhr eines sonst mangelnden Materials gehandelt hat, da dic 
Injektionen bei normal gefiitterten Tauben keine iiber die bei un 
behandelten Normaltieren hinausgehende Zunahme der Erythrocyten 
brachten. 

Wir méchten nicht annehmen, da8 die Einschriankung der Erythro 
cytenverluste der einzige Weg ist, auf dem die Phosphatidinjektionen 
zur Verbesserung der Kondition der behandelten Tiere beitragen, denn 
einmal gehen beim Fehlen der Behandlung die prozentischea Einbuben 
an Phosphatid so weit iiber die an Erythrocyten hinaus, daB man 
eine Abnahme des Phospbatidgehalts der Kérperchen annehmen mul 
dann aber ist auch eine Reduktion der Erythrocytenzahl auf zwei 
Drittel des Anfangsbestandes kaum als ausreichende Todesursache 
anzusehen. Eine Méglichkeit, an die gedacht werden und die in be 
sonderen Versuchen gepriift werden muB, ist noch die einer Belebung 
des oxydativen Stoffwechsels der Tauben durch die Phosphatid- 
behandlung. Die Untersuchungen von Abderhalden und Mitarbeitern?, 
sowie von Hess mit Messerle* haben ergeben, daB die Gewebe von 
B-avitaminésen Tauben Oxydationen nur in so bescheidenem Mal 
vornehmen, daB Hess geradezu eine Parallele zu der Blausiurevergift ung 
zog und die Stérung der Gewebsatmung in das Zentrum des ganzen 
Krankheitsbildes riickte. Durch Warburgs Forschungen* wissen wir 


' Magat, 39. Kongre® fiir innere Medizin. Wiesbaden 1927. 

2 E. Abderhalden und Schmidt, Arch. f. d. ges. Physiol. 185, 141, 1920; 
187, 80; Abderhalden und Wertheimer, ebendaselbst 192, 174, 1921. 

3’ W. R. Hess, Zeitschr. f. physiol. Chem. 117, 284, 1921; Hess und 
Messerle, ebendaselbst 119, 176, 1922. 

* O. Warburg, ebendaselbst 92, 231, 1914. 
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die Phosphatide das bevorzugte Material der Zelloxydationen sind, 


phi me 
rst so erscheint es durchaus modglich, daB ein Teil der injizierten oder 
die der durch die Injektion eingesparten Phosphatide den Zellen als Brenn- 
eint material dient. Es liegt auf der Hand, daB durch ein solches Verhalten 
rund hehandelten Tauben ein Vorteil gegeniiber den reinen Reistauben 
iten erwichse. 
dann Wir hoffen, daB es uns in weiteren Untersuchungen gelingen wird, 
clic den Mechanismus der Phosphatidwirkung weiter zu klaren. Als 
den wichtigstes Ergebnis der vorliegenden Arbeit méchten wir hier noch 
ung einmal hervorheben, daB es gelingt, durch taglich wiederholte Injektionen 
lem verhaltnismaBig geringer Phosphatidmengen das Leben von mit 
gat! poliertem Reis gefiitterten Tauben ganz bedeutend zu verlingern und 
ac} das Offenbarwerden der auBeren und inneren Krankheitserscheinungen 
en nicht unwesentlich hinauszuschieben. 
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Studien iiber die Lipase. W 


I. Mitteilung: 
Uber das Wirkungsoptimum der Magenlipase. 


Von 
Kensuke Gyotoku. 
(Aus der Inada-Klinik der Kaiserlichen Universitat zu Tokio.) st. 
(Eingegangen am 1. November 1927.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. m 


I Vi 
. 


Seit den Studien von Davidsohn'! und Volhard? nimmt man an 
daB die Magenlipase von ganz anderer Art ist als die Penkreas- ode: 
Leberlipase. Das wichtigste Unterscheidungsmerkmal besteht darin 
daB das Wirkungsoptimum der ersteren im sauren Gebiete liegt, wahrend 
die letztere im alkalischen Gebiete ihre starkste Wirkung entfaltet 
Vor kurzem aber haben Willstdtter und Mitarbeiter* gefunden, dai 
sich das Optimum der Magenlipase nach der alkalischen Seite ver 
schiebt, wenn man sie volistandig reinigt. Auch der Verfasser mit 
Rona* zusammen bestitigten diese Tatsache. Seitdem habe ich mich 
unter der Leitung von Prof. R. Inada mit der optimalen Reaktion der 
Magenlipasewirkung beschaftigt und einige bemerkenswerte Tatsachen 
gefunden, die hier mitgeteilt werden. 


Die Magenschleimhaut der jeweiligen Tierart (untersucht wurden 
Kaninchen, Hund, Schwein, Mensch, Rind und Katze) wurde von de: 
submukésen Schicht abgetrennt, zerkleinert, zu einem Brei_ verrieber 
2 Stunden mit Aceton, dann einige Minuten mit Aceton-Ather behande!t 8 
Die Fliissigkeit wurde darauf abgegossen, der Riickstand getrocknet und si 
gepulvert. Diese Organpulver sind mehrere Monate oder Jahre haltbar. 


1 Diese Zeitschr. 45, 284, 1912. 

2 Zeitschr. f. klin. Med. 42 u. 48, 1901. 
* Hoppe-Seylers Zeitschr. 140, 1924. 

* Diese Zeitschr. 167, 171, 1925. 
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ihren Fermentgehalt zu veriindern. Die Reinigung des Ferments 
rfolete nach der Wéillstdtterschen Methode: Zuerst ammoniakalischer 
\uszug des getrockneten Pulvers, Essigséurefaillung, Elektrodialyse, zum 
schlu8B Adsorption mit Kaolin und Elution mit Ammonphosphat. In den 
inzelnen Versuchen wurden stets 2cem Fermentlésung angewandt und 
lie Wirkung mit Tropfpipette nach Rona-Michaelis stalagmometrisch 
vemessen. Als Puffergemisch habe ich gewéhnlich 4 Mol primére und 
sekundére Phosphatlésung gebraucht, im sauren Gebiet n/2 Acetat-Essig- 
siuremischung, im alkalischen Gebiet 24%n NH,-NH,Cl-Mischung. Die 
Wasserstoffionenkonzentration wurde mittels Gaskette elektrometrisch 
gemessen, nur die mit NH,-NH,Cl gepufferte Lésung kolorimetrisch. 


In Ubereinstimmung mit den friiheren Befunden liegt das Optimum 
der Magenlipase von Kaninchen und Hund usw. zwischen pq = 5,5 
md 6,6. Wenn man sie aber in der oben beschriebenen Weise voll- 
stindig reinigt, entfaltet sie ihre starkste Wirkung bei py 7,6 bis 7,8. 
Bei der Magenlipase vom Menschen fand ich ein ganz gleiches Verhalten, 
was auch Haurowitz und Petrou' jiingst feststellten. Die Reinigung 
muS sehr sorgfaltig ausgefiihrt werden; denn wenn auch diese Optimum. 
verschiebung hauptsichlich nach der Reinigung mit Kaolin in Er- 
scheinung tritt, so bleibt sie doch unvollstandig, wenn die Vorbereitung 
nicht tadellos ausgefiihrt wird ; besonders wichtig ist die Elektrodialyse. 
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Abb. 1. 


IV. 

Das Wirkungsoptimum der Schweine- oder Pferdemagenlipase 
scheint etwas anders gelegen zu sein. Nach neveren Untersuchungen 
sollte es ungefihr um pg = 8,6 liegen. Es ist schon bekannt, daB der 
Magensaft vom Schwein gewéhnlich alkalisch reagiert. Ob das alkalische 
Wirkungsoptimum der Schweinemagenlipase durch die Alkalinitat des 
Magensafts bedingt ist, l4Bt sich schwer sagen. Ich habe acht Magen 


! Hoppe-Seylers Zeitschr. 144, 1925. 
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von geschlachteten Schweinen hinsichtlich dieser beiden Fragen v))1 
sucht. Da die Menge des Magensafts immer zu gering war, um ein 
genaue Untersuchung damit auszufiihren, priifte ich seine Reak: 
nur mit Lackmuspapier. 


Tabelle 1. 








Nr. : I Il Ill IV 
i oo xe we ee ? ? ? alkalis 
Optimales Pg. ..... 6,50 6,49—7,14 7,0—7,.60 7.60 

Nr.: V VI VII Vill 
Se ee alkalisch sauer fast neutral alkalisch 
Optimales py. ..... 7,91 7,14 7,04 7,90—8,58 


Wie aus Tabellel ersichtlich, reagiert der Schweinemagensafi 
meistens alkalisch. Es gibt aber auch Faille, wo er neutral oder schwac! 
sauer reagiert, obgleich das seltener vorkommt. Das alkalische Wirkungs 
optimum der Schweinemagenlipase hat also keinen direkten Zusammen 
hang mit der Reaktion des betreffenden Magensafts, denn auch in 
sauer reagierenden Magensaft befindet sich das Wirkungsoptimun 
der Lipase im schwach alkalischen Bereich (Nr. VI). Es ist sehr bedaue: 
lich, daB die Reaktion des Magensafts bei Nr. I nicht untersucht wurd 
wo die optimale Reaktion der Lipasewirkung im sauren Gebiete lag 
Es ist jedoch sehr schwer, wenn nicht gar unméglich, die optimal 
Reaktion der Schweinemagenlipase ganz scharf zu bestimmen, weil 
sich die optimale Zone vom sauren Gebiet bis zum deutlich alkalische 
erstreckt. Das eigentliche Optimum liegt meistens zwischen py 7.) 
und 8,0. 

Wenn man die Schweinemagenlipase nach der Willstdttersche: 
Methode vollstandig reinigt, so verschiebt sich ihr Optimum immer 
bis nach py 7,6 bis 7,8; unabhangig davon, ob es anfangs bei pq 7 oder 5 
liegt. 

Die Schweinemagenlipase ist viel Jeichter zu reinigen als die Magen 
lipase von Kaninchen, Hund oder Mensch. Die tadellose Dialys: 
mit Dialysierhiilse (Schleicher & Schiill), der eine Reinigung mit Kaolu 
folgt, fiihrt bereits zum definitiven pg-Optimum. 


V. 


Es ist bekannt, daB die Magenlipase verschiedener Tierarte: 
immer mit den ein falsches Optimum vortauschenden Begieitstoffen 
verbunden ist. Es bietet nun Interesse, zu priifen, ob diese gereinigt: 
Magenlipase den anfanglichen pa-Wert wieder zeigt, wenn man si 
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mit diesen Begleitstoffen vermischt. Das ist jedoch niemals der Fall. 
ich habe das Kaolinadsorbat wiederholt mit schwach alkalischen 
Lisungen eluiert; diese Elution zeigt noch schwache Eiweibreaktion, 
wohl sie keine lipatische Wirkung mehr aufweist. Die Mischung 
ler gereinigten Magenlipase und dieser Elution ist immer bei py 7,6 


bis 7,8 optimal wirksam. 

Die gew6hnliche Magenlipase wird inaktiviert, wenn man sie bei 
W bis 55°C 30 Minuten lang erwirmt. Die gereinigte Lipase wird 
wiederum mit dieser inaktivierten Lésung vermischt und nun gepriift, 
ib sich das py-Optimum verschiebt. Die starkste Wirkung tritt jedoch 
benfalls bei py 7,6 bis 7,8 auf. Die ein falsches Optimum vortauschenden 
Stoffe kénnen natiirlich dabei mit der Lipase selbst inaktiviert werden 
ind diese denaturierten Stoffe kénnen dann das Wirkungsoptimum 
ler Lipase nicht mehr verindern. Es ist aber naheliegend, daB es sich 
nicht um Begleitstoffe handelt, sondern um Substanzen, mit denen die 
Lipase eine festere Bindung eingeht, die nur im tierischen Organismus 
erfolgen kann. 

Vi. 

Wir haben eben gesehen, daB das Wirkungsoptimum der Schweine- 
magenlipase meist zwischen pa7 und 8 liegt. Wird die Lipase in 
trockenem Zustande (als Pulver) einige oder mehrere Wochen lang 
wfbewahrt, so verschiebt sich ihr Optimum nach der sauren Seite. 
Auch hier treten kleine individuelle Verschiedenheiten auf. Gewéhnlich 
beginnt bereits am Ende der zweiten oder dritten Woche das py-Optimum 
und die ganze Aktivitits-py-Kurve sich zu verschieben: wenn z. B. das 
Optimum einer Schweinemagenlipase urspriinglich bei py 7,6 liegt, so 
verschiebt es sich nach py 7,0 innerhalb 2 bis 3 Wochen, und nach 
einigen weiteren Wochen bis nach py 6,5; niemals erfolgt Verschiebung 
nach der alkalischen Seite. Nach Eintreten dieser Veranderung kann 
man diese Lipase nun nicht mehr von der Kaninchen- oder Hunde- 
magenlipase unterscheiden. Manchmal tritt diese Veranderung erst 
nach 2 Monaten oder sogar noch etwas spiter ein, niemals aber bleibt 
sie ganz aus. 

Wird die Schweinemagenlipase dagegen mit Essigsdure gereinigt 
und dann elektrodialysiert, so verschiebt sich die Lage des pg-Optimums 
nach dem anfanglichen Punkt zuriick, oder schreitet noch etwas weiter 
fort; ist die Lipase endlich mit Kaolin gereinigt, so gelangt man zum 
iiblichen Optimum bei py 7,6 bis 7,8. Uber das Wesen dieser Ver- 
inderung 148t sich vorliufig nichts sagen. Die dariiber angestellten 
Versuche blieben ergebnislos. 

Bei der Kaninchen- oder Hundemagenlipase kann man diese 
Veranderung nicht konstatieren. Auch beim Ferment des Schweine- 
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magens scheint diese Verschiebung py 6,3 bis 6,5 nicht zu iiberschrei( ey 
Bei Schweinemagenpulver, das ich schon iiber 2 Jahre aufbewahr 
habe, liegt das pqa-Optimum noch heute zwischen pg 6,3 und 6,5 















VIL. 

Wir haben eben gesehen, daB sich das Optimum der Magenlipas: 
nach der sauren Seite verschiebt, wenn sie trocken aufbewahrt wird 
Auf der anderen Seite liegt das Verhaltnis gerade umgekehrt, wen 
sie als Lésung mehrere Tage aufbewahrt wird; d. h. das Optimum ver 
schiebt sich nach der alkalischen Seite. Die folgenden Kurven erklirey 
das Gesagte. Die frisch eluierte Magenlipase von Kaninchen hat ihr Opti 
mum bei px 6,36. Nach 3 Tagen hat sich nichts geindert, nach 5 Tage: 
verschiebt sich das Optimum schon etwas und nach 6 oder 7 Tage: 
noch deutlicher, endlich nach 9 Tagen schon bis pa 7,5. Auch di 
Aktivitats-pq-Kurve dndert sich dementsprechend; man kann di 
Lipase nun hinsichtlich ihres optimalen Punktes von der gereinigten 
Magenlipase oder von den anderen Organlipasen nicht mehr unter 


scheiden (Abb. 2). 
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Abb. 2. Abb. 3 = 

Wie diese Verinderung stattfindet, ist nicht leicht zu erklaren. § °P 
Man kann zunichst an Oxydations- oder Faulnisvorgiinge in der § °> 
Fermentlésung denken. Die gréBeren Ferment-EiweiBmolekile werden ko 
in kleinere zerfallen und sich zum Teil vom Ferment loslésen, gewisser- § '™ 
maBen als ob die Lipaselésung einer Reinigung unterworfen war scl 
und die verschiedenen Begleitstoffe kiinstlich entfernt wiirden. Wir § 
haben die Fermentlésung einmal bei schwach saurer (mit Essigsiure) § °" 
und einmal bei schwach alkalischer Reaktion (mit Ammoniak) unter a 
de 


Toluolzusatz in demselben Zimmer aufbewahrt und jeden Tag unter- 
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t, ob diese Verainderung auftrat. Wenn meine Vermutung richtig 
s. so wird sich das Wirkungsoptimum der alkalisch aufbewahrten 
ing etwas friiher verandern als die sauer oder neutral aufbewahrten. 


7 


Resultat entsprach vollkommen unseren Erwartungen. Die alkalische 
sung verandert ihr Wirkungsoptimum schon deutlich nach 2 Tagen, 
m sechsten Tage lag es zwischen pq 7,0 und 7,8, auch veranderte 
sich die Aktivitats-py-Kurve ebenfalls; somit einige Tage friiher als 
ie neutral aufbewahrte. 


Bei der sauer aufbewahrten Lésung ging diese Verdinderung ganz 
ngsam vor sich. Erst am neunten Tage fand ich eine leichte Ver- 
shiebung nach der alkalischen Seite; ich muBte noch 4 Tage warten, 
bis das Optimum px 7,0 erreicht war. Ich untersuchte diese Lésung 
och weiter jeden Tag, aber dann war eine Anderung nicht mehr fest- 
zustellen bis nach 19 Tagen, als die Fermentwirkung bereits zu schwach 
war, um die Untersuchung fortsetzen zu kénnen (Abb. 4). 
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Abb. 5. 


Bei der in der Kalte aufbewahrten Lésung muB diese Verainderung 
verspatet auftreten, wenn unsere Annahme richtig ist. In der Tat 
zeigte sich, daB 12 Tage nétig waren, um die Verschiebung des Optimums 
bis pu 7,6 zu erreichen, da die alkalische Fermentlésung im Eisschrank 
aufbewahrt wurde. 

Ich stellte mitunter fest, daB die Verschiebung des Wirkungs- 
optimums nicht so vollstandig war wie bei der gereinigten Lipase, 
obgleich die Lésung lange genug aufbewahrt worden war. Zunichst 
konnte man annehmen, da die sauer aufbewahrte Lésung wenigstens 
im Falle der Magenlipase haltbarer war. Wie oben beschrieben, ver- 
schiebt sich das Optimum der Magenlipase mit der Zeit allmahlich 
nach der alkalischen Seite. Bei der alkalischen Lésung tritt diese Ver- 
anderung sehr schnell und vollstandig auf (bis py 7,6 bis 7,8), bei der 
sauren Lésung verspitet und unvollstandig, d. h. nur bis py 7,0. Bei 
der geneu neutralisierten Lésung steht das Verhalten gerade in der 
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Mitte. In der Kalte tritt diese Veranderung verspitet ein. Diese \ > bn 
anderung kann man nicht nur bei der Kaninchenmagenlipase, sonder it 
auch bei Magenlipasenlésungen anderer Tierarten sowie bei Mensch) x 
beobachten. 


Zur Ermittlung des Mediums, in dem die Magenlipase am haltba: 
ist, habe ich die Lipaselésung von Kaninchenmagen in drei Porti 
geteilt; eine Portion wurde schwach sauer (Essigséure), die beiden and 
schwach alkalisch (Ammoniak), und zwar eine davon im Eisschrank 
beiden anderen bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die Untersuch 
an diesen drei Lésungen ergaben folgende Resultate : 


Tabe lle II 





Dauer der Aufbewahrung (Tage): l 4 5'’6¢:;7;8;9;ti tt 13 
Alkalisch aufbewahrte Lésung . 110 70 70 64 — 65 —!/60 54 $4} 
Alkalische Lisung im Eis- 

schrank aufbewahrt ..... 4110 £88 75 76 75 76 66/60 58 59 
Sauer aufbewahrte Lisung. . . 110, 101 98 88 90 70 53 49 40 39 


(Die Versuche wurden bei der jeweiligen optimalen Reaktion 


einzelnen Lipaseportionen unternommen. ) ] 
t 

Willstdtter und Mitarbeiter haben vor kurzem mitgeteilt. dai ? 

die alkalisch aufbewahrte Lipaselésung ihre Wirkung sehr schine!! . 
verliert, wihrend die Wirksamkeit der sauer aufbewahrten bis zu ; 
einer Woche fast unverindert bleiben kenn. Auch unsere Tabelle |! | 
zeigt etwas Ahnliches, aber es gilt nicht fiir die genze Aufbewahrungs 
periode, da nach einer Woche die Abnahme der Fermentkraft cde: , 
sauer aufbewahrten Lésung etwas deutlicher zu sein scheint als di 


der anderen zwei Proben. Nach unseren Erfahrungen haben die Autoren 
diese Tatsachen nur unvollstindig erforscht. Da die alkalische Lésuny 
sehr schnell ihr Optimum andert und die sauer aufbewehrte wenigstens 
7 bis 8 Tage fast unveraindert bleiben kann, so mu8 die quantitativ: 
Bestimmung beim jeweiligen optimalen py ausgefiihrt werden, wenn 
man die beiden Lésungen vergleichen will. Wenn man die Lipas« 
z. B. 7 Tage nach der Elution untersucht, so muB man die alkalisch 
aufbewahrte Lésung bei pq 7,6, die sauer aufbewahrte bei py 6.4 bx 
stimmen. Sonst wird die eine im giinstigen und die andere im un 
giinstigen Medium gemessen. Man darf natiirlich die beiden Resultat: 
nicht vergleichen, die unter ungleichen Bedingungen erzielt wurden 
Die Abb. 6 erlautert dieses. A zeigt die Aktivitats-py-Kurve der frisc! 
bereiteten und schwach alkalisch aufbewahrten Lipaselésung vor 
Kaninchen, B dieselbe nach 5 Tagen. Wenn man beide Lipaselésunge: 
bei py 6,3 untersucht, so ist der zweite Wert (B) viel kleiner, weil in 
ungiinstigen Bereich gemessen wird. Wenn aber die beiden Versuch: 
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7,5 ausgefiihrt werden, so kann man fiir das gealterte Praparat (B) 


ve) PH 
ino Verstaérkung der Wirksamkeit konstatieren, statt eimer Ab- 
vichung. Man mu8 also A bei py 6,4 und B bei py 7.5 untersuchen. 


x \ 
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I}a sich das Optimum der Magenlipase mit der Reinigung verandert, 
nd da sie manchmal durch verschiedene Substanzen aktiviert werden 
kann, so glaubten Willstdtter! und Mitarbeiter, daB die Begleitstoffe 
der Magenlipase deren Wirkung hauptsachlich im alkalischen Medium 
hemmen kénnen. Wir méchten dagegen behaupten, daB diese Begleit- 
stoffe die lipatische Wirkung hauptsiachlich im sauren Medium aktivieren, 
im alkalischen auch etwas hemmen kénnen. Wenn man jeden Tag 
die Aktivitats-py-Kurve einer Lipaselésung bestimmt, so kann man 
leicht sehen, daB die lipatische Wirkung anfangs nur im sauren Medium 
abnimmt, wahrend sie im alkalischen Gebiete immer unverandert 
bleibt oder manchmal soger ein wenig starker wird. Abb. 2, 3 und auch 6 


zeigen diese Erscheinung 


Zusammenfassung. 


1. Des Wirkungsoptimum der Magenlipase von Kaninchen und 
Mensch liegt, wie schon bekannt, in der Nahe von py 6,0. Nach der 
Reinigung verschiebt es sich bis nach py 7,6 bis 7,8. 

2. Das Cptimum der Schweinemagenlipase liegt meist im alkalischen 
Gebiet, seltener im neutralen oder sogar im schwach sauren Medium. 
\uch bei dieser Magenlipase kann man die Verschiebung des Optimums 
nach der Reinigung ebensogut beobachten, wie bei den anderen Tieren 
Die Reinigung der Schweinemagenlipase scheint sogar etwas leichter 


ausfiihrbar zu sein. 


3. Wenn die Schweinemagenlipase trocken aufbewahrt wird, so 
verschiebt sich ihr Optimum nach der sauren Seite bis nach py 6,0 


1 Hoppe-Seylers Zeitschr. 133. 
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bis 6,5. Bei der Magenlipase von Kaninchen, Hund und Mensch vern 
man diese Veranderung. 


4. Wenn die Magenlipase als Lésung mehrere Tage aufbewalhr 


wird, so verschiebt sich ihr Optimum nach der alkalischen Seite. | 
alkalische Reaktion der Lésung begiinstigt diese Veranderung, div 
saure Reaktion erschwert sie, bei der neutralen Lésung steht das Ve1 
halten in der Mitte. In der Kalte tritt diese Veranderung verspatet auf 
5. Die gewéhnlichen Magenlipasen sind vielleicht mit Begleit 


stoffen verbunden, welche im sauren Medium die lipatische Wirkung 


aktivieren und im alkalischen Gebiet etwas hemmen kénnen. 
6. Es ist uns zwar gelungen, die ein falsches Optimum vortausch« 
den Substanzen von der reinen Magenlipase zu trennen, aber nich 


durch Vereinigung dieser Begleitstoffe mit der Lipase der Verbindung 


ihr anfangliches Optimum wiederzugeben. Dieser Vorgang wir 


vielleicht nur im tierischen Organismus stattfinden kénnen. 











Studien iiber die Lipase. 


Il. Mitteilung: 
Die Organlipasen und ihre Resistenz gegeniiber Siuren und Alkalien. 


Von 
Kensuke Gyotoku. 
(Aus der Inada-Klinik der Kaiserlichen Universitat zu Tokio.) 
(Eingegangen am 1. November 1927.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 
I, Einleitung. 


Seit den Untersuchungen Volhards' nimmt man an, daB die Magen- 


lipase gegeniiber Sauren resistenter ist als gegeniiber Alkalien, wahrend 
die Pankreaslipase gerade ein umgekehrtes Verhalten aufweist. Ich 
habe schon in der vorangegangenen Arbeit mitgeteilt, daB das Wirkungs- 
optimum der Magenlipase im allgemeinen sehr labil und verschiebbar 


Das saure Optimum wird nicht durch die Lipase selbst verursacht, 


sondern durch Begleitstoffe vorgetauscht. Das Optimum der gereinigten 
oder gealterten Magenlipase liegt bei py 7.6 bis 7,8, gerade wie bei 
der Penkreas- oder Leberlipase; sogar das alkalische Optimum der 
Schweinemagenlipase verschiebt sich nack der sauren Seite bis nach 
pu 5,6 bis 6,0,. wenn sie trocken mehrere Wochen lang aufbewahrt wird. 


In der vorliegenden Arbeit soll bestimmt werden, ob die ver- 


schiedenen Organlipasen gegeniiber Sauren und Alkalien die ver- 
schiedene Resistenz zeigen, wie Volhard u. a. fanden, und ob diese 
verschiedene Widerstandsfahigkeit der verschiedenen Organlipasen tat- 
sichlich zu den Eigenschaften der betreffenden eigentlichen Lipase 
gehért oder durch Begleitstoffe vorgetaéuscht ist, wie im Falle des 
pu-Optimums. 


Il. Die Resistenz einiger Organlipasen gegen Siure und Alkali. 


Zuerst habe ich mich mit der Magenlipase beschaftigt. 1 ccm 


derselben wird mit einer bestimmten Menge Saure oder Alkali ver- 


1 Zeitschr. f. klin. Med. 42, 48, 1901. 
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mischt, nach 30 Minuten (bei 30 bis 33°C) genau neutralisiert und ¢ 
gepriift, um wieviel Prozent die lipatische Wirkung dadurch be 
trachtigt worden ist. 


Tabe lle I. 


Magenlipase vom Kaninchen. 





Lipas Saure Abschwachun, 
. se Saur W - 
oder Alkali k der Wirkung 


com 

1,0 H,O 0.5 cem 0.009 56 
| 1,0 nfOHCL OS , 0.006 31 34.0 
i. 1,0 0,25 , 0,007 16 25.1 
Pu 7.00 | 1.0 n20Na0QHO5 . 0.004 99 478 
1,0 0,25 , 0,005 80 39.3 

1,0 H,O 05 , 0.099 56 
1,0 n20HCLOS , 0.005 85 38.8 
Me 1,0 0,25 , 0,007 06 26.1 
Pu 7.00 | 1.0 n20NaOQOHO5 . 0,004 62 51.6 
1,0 0,25 , 0,005 39 43.6 

1,0 H,O 05 , 0,008 08 
| 1,0 n29HC1O5 , 0.005 62 30.5 
MT. 1,0 0,25 . 0,006 48 19.8 

) 

Pu (Ol | 1.0 n20Na0HO5 . 0.004 30 46.8 
1,0 0,25 , 0,005 70 29.5 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist die Alkalischadigung wm 
etwa 15°, gréBer als die Séureschidigung, wenn Aquivalente Mengen 
der beiden Agenzien angewandt wurden. Hier sei noch hinzugefiigt 
daB die Temperatur, bei der das Ferment der Schadigung dure! 
Chemikalien ausgesetzt wird, eine groBe Rolle spielt. Ein mehr als 
einstiindiges Verweilen bei 33°C iibt keine merkliche Schadigung auf 
die Lipase aus. Wenn mai aber das Ferment, mit Saure oder Alkali 
vermischt, bei 33°C stehen 1aBt, so ist die Schaidigung viel gréBer als 
bei niedrigerer Temperatur. 

Das Verhalten der Pankreas- und Leberlipase von Kaninchen 
gegen Saéure und Alkali ergibt sich aus den Tabellen Il und HL. Dik 
Saureschadigung ist viel gréBer: Schon bei Zusatz von 0,25 ccm n 20 HC! 
sind keine genauen Resultate mehr zu erreichen. 

Obwohl die Magenlipase gegen Alkali sehr empfindlich, die Pankreas 
und Leberlipase dagegen resistent sind, so ist die Widerstandsfahigkei' 


der letzteren beiden Lipasen dennoch nicht gréBer oder sogar manchma! 
etwas kleiner als die der Magenlipase. Man kann also sagen, daB dir 
Magenlipase eine viel gréBere Resistenz gegen diese Agenzien besitz' 
als die anderen Organlipasen. 
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Tabelle II. 


Pankreaslipase vom Kaninchen. 








Lipase Saure 1 a “ior Wishune” 
pte oder Alkali k ;'n a—a . 
1,0 H,0 0,5 cem 0,007 89 0) 
| 1.0 n20HClLO5 , 0,002 10 73,4 
L. m 1.0 0.25 . 0,002 18 72.3 
- 7,04 | 1.0 n20NaOHOS . 0,003 71 52.9 
1.0 0.25 . 0.004 85 38.5 
1.0 H,O 05 , 0.006 88 
1,0 n20HClO5 , 0,001 60 76,7 
i. 1.0 0,25 . 0.002 14 68.9 
- 7.04 | 1.0 n20NaOHO.5 . 0,008 15 54,2 
1.0 0,25 , 0.004 56 33.7 
Tabelle Ill. 
Leberlipase vom Kaninchen. 
, S Abschwachung 
Lipase oder Alkali k der Wirkung 
ccm 5 ; 
1.0 H,O 0,5 cem 0,009 94 — 
1.0 n20HCl OS . 0,003 35 66,3 
1.0 0.25 . 0,003 45 65,4 
1.0 n20NaOHO5 . 0,003 06 69,2 
1.0 0.25 . 0,003 06 69,2 
1.0 HO 05 , 0,009 84 
1,0 n/20HClLOS , 0,004 49 54,5 
1.0 0,25 . 0,007 18 27,6 
1.0 n20NaQ0HO5 . 0,004 49 54,4 
1.0 4 0,25 4 0,007 18 27,0 


Es ist jedoch nicht leicht ersichtlich, aus welchem Grunde die 
Magenlipase einen so hohen Resistenzgrad gegeniiber Saure besitzt 
Wie spiter gezeigt werden wird, weist die Magenlipase vom Menschen 
oder Hund eine noch erheblichere Resistenz gegen Saure auf als die 
Kaninchenmagenlipase. Ein sehr naheliegender Grund ist der, dab 
die Magenlipase ein saures Optimum besitzt und sich im sauer reagieren- 
den Magensaft befindet. Von Interesse ist nun, zu priifen, ob auch die 
im alkalischen Magensaft sich befindende Schweinemagenlipase, deren 
Optimum gleichfalls im alkalischen Bereich liegt, gréBere Resistenz 
gegen Saure als gegen Alkali besitzt oder nicht. Wie aus der Tabelle 1V 
ersichtlich, ist der Unterschied in der Resistenz gegen die beiden Agenzien 
nicht so groB wie bei den anderen Magenlipasen, obgleich diese Lipase 
noch etwas empfindlicher gegen Alkali zu sein scheint. 
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Tabelle IV. \ 
Schweinemagenlipase. L, 
Lipase Saure Abschwichung 
re oie: died k der Wirkur Re 
cm 
1,0 H,0 0.5 cem (0,009 63 
| 1,0 n/20 HCl 0,5 0,006 62 31.3 
I. 1,0 0,25 , 0,007 68 20,3 
) 
Pu (,00 1.0 n/20Na0H O05 0,005 77 40,1 Ve 
1,0) 0,25 , 0,007 55 21,6 ne 
1,0 H,O 05 , 0,009 91 
1,0 n20HC105 , 0,005 96 39,8 ’ 
I, 1,0 0,25 , 0,007 37 25.6 
{ 
Pu ome | 1,0 n20NaOHO5 , 0,005 51 44.4 , 
1.0 0.25 . 0.007 O1 IS | 
1.0 H,0 O45 0,008 70 
1.0 n2Z0NHCl OSB . 0,005 79 33.5 
TT. 1.0 0,25 , 0,006 99 19,7 = 
Pa 1,04 | 1,0 n20NaOHO5 , 0,005 40 37,9 
1.0 0.25 . 0,006 44 25,9 


Ill. Resistenz der gereinigten Organlipasen gegeniiber Siure und Alkali. 


Wie anfangs erwahnt, sollte hauptsichlich festgestellt werden 
ob auch die gereinigten Organlipasen eine spezifische Resistenz zeigen 
oder nicht, wie es bei den ungereinigten Fermenten der Fall war. Di: 
teinigung des Ferments ist nach der Wéilistdtterschen Methode aus 
gefiihrt worden. Bei der letzten Elution des Ferments wurde stets 
anstatt der Ammonphosphat-Glycerinlésung eine sehr schwache NH, 
Lésung oder NH,-Glycerinmischung angewandt, da man infolge det 


Tabelle V. 


Gereinigte Magenlipase vom Kaninchen. 





a Abschwachung 
— HCI oder NaOH k der Wirkung 
com 0 
1,0 H,0 0,5 cem 0,008 62 : 
| 1,0 n20HCIO5S . 0,004 21 51.1 
L y7 1,0 0,25 , 0,006 08 29 4 
= i | 1,0 n/20Na0H 0,5 0,004 18 B15 
1.0 0.25 . 0,006 06 29,7 
1,0 H,O 0,5 0,008 62 
| 1,0 n20 HCl 0,5 0,003 76 56.4 
__ 1.0 0,25 . 0,005 67 34.2 
PH 1,07 | 1,0 n/20 NaOH 0,5 0,004 15 51,8 
1,0 0,25 , 0,005 67 34,2 
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\nvesenheit des Phosphats, das die Saure- oder Alkalischadigung der 
jipase abschwacht, stets zu falschen Ergebnissen gelangt. 


Wie Tabelle V zeigt, besitzt die gereinigte Lipase gar keine gréBere 
Resistenz gegen Salzsiure als gegen Natriumhydroxyd. Es ist auffallend, 
lali sich die Saiureresistenz bedeutend verkleinert, waihrend die Alkali- 

<istenz fast unverandert bleibt. 


Auch die gereinigten Pankreas- oder Leberlipasen weisen dasselbe 
Verhalten auf. Eine gréBere Resistenz gegeniiber Alkali ist nicht mehr 
festzustellen. Wenn auch die Saureresistenz keine merkliche Verinderung 
zeigt, so ist doch die Alkaliresistenz bedeutend abgeschwicht. Bereits 
bei 0.25cem n/20 NaOH lassen sich keine genauen Resultate mehr 








rzielen. 
T abe lle Vi. 
Gereinigte Pankreaslipase vom Kaninchen. 
I Abschwachung 
— HCl oder NaOH k der Wirkung 
com . 
1,0 H,O 0,5 com 0,009 39 - 
| 1,0 n20HClIO5 , 0,003 41 63,7 
I. 1,0 0,25 , 0,004 77 49,2 
D 7M . = ‘ = 
Pa 0,00 | 1,0 n/20NaOH O05 , 0,003 00 68,0 
1.0 0.25 . 0,005 26 44.9 
1.0 HO O05 , 0.009 39 — 
| 1.0 n20HClLOS . 0,002 05 78.3 
i. 1,0 0,25 , 0,002 05 78,3 
) ' 2 “ 
Py = 7,00 1.0 n20NaOHO5 . 0,002 00 79,0 
1.0 0.25 . 0,002 00 79.0 
Tabelle VII. 
Gereinigte Leberlipase vom Kaninchen. 
I Abschwachung 
Tr HCl oder NaOH k der Wirkung 
com 0 
1.0 H,O 0,5 cem 0,009 50 
| 1.0 n2ZOHCl OS . 0,002 80 70.5 
- 1.0 0.25 . 0,003 58 62.5 
Pu 7,45 1.0 n20NaQOHO5 , 0.002 58 72.8 
1.0 0.25 , 0,003 58 62.5 
1.0 H,0 05 . 0.009 59 
| 1,0 n20HClO5S , 0,002 43 74.4 
i. 1,0 0,25 , 0,002 43 74.4 
Pu (45 1.0 n0NaOHO5 , 0,002 60 12.6 
1.0 0.25 . 0,002 60 72.6 
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IV. Die Resistenz der Magenlipase von Mensch und Hund. 


Die Magenlipase von Mensch und Hund ist viel resistenter. | 
so geringe Menge wie 0,5cem n/20 HCl] auf lecm Magenlipase ji} 
gewohnlich gar keine Schidigung aus. Sogar der Zusatz von | 
n/10 HCI ist sehr hiufig unschadlich, wenn die Mischung bei Zimme: 
temperatur erfolgt ist. Erst nach halbstiindiger Inkubation im Wasse: 
bad bei 30 bis 35°C vermindert sich die lipatische Wirkung et \ 
Auch gegen NaOH ist sie nicht so empfindlich wie die Kaninche: 
magenlipase, obgleich sie viel empfindlicher ist als gegen Salzsiiur 
Nach der vollstandigen Reinigung wird die hohe Widerstandsfahigkei: 
aber bedeutend herabgesetzt. Die Lipase ist nicht mehr resistente: 
gegen Saure, wie man aus den folgenden Tabellen ersehen kann 


Tabelle VIII. 


Magenlipase vom Menschen. 








L Abschwachur 2 
— HCl oder NaOH k der Wirkung 
ccm 
1,0 H,0O 1,0 com 0,008 95 
1,0 n/IOHCL 1.0 , 0,007 80 12.5 
I ; 1,0 05 , 0,007 95 11,2 
Pu 6,4 1,0 n/lONaOH1,0 , 0,004 96 44.6 
1.0 05 . 0,007 07 21.0 
1,0 H,0 10 , 0,009 19 
| 1,0 n/IOHCL 1.0 , 0,008 20 10,7 
I. 1,0 05 , 0,008 69 5,4 
Pu = 640 1,0 n/10NaOH1,0 , | 000579 37,0 
1,0 05 , 0,007 49 18.5 
Tabelle IX. 
Die gereinigte Magenlipase vom Menschen. 
I Abscbwachung 
— HCl oder NaOH k der Wirkung 
ccm 0 
1,0 H,0 1,0 cem 0,009 37 — 
1,0 nINOHCL 10 , 0,005 98 36.2 
ae 1,0 05 . 0,006 72 28,3 
Pa Fm 10  n/lO0NaOH10 ,  — 0,00575 38,6 
1.0 05 . 0,006 60 29 6 
1.0 H,0O -? . 0.010 03 on 
1,0 n/lOHCL 1.0 , 0,006 44 36.0 
I. 1,0 05 . 0.007 06 29.6 
Pa = 7,61 1,0 n/flONaOH10 , 0,005 50 45,0 
1.0 05 . 0.007 00 80.1 
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Tabelle X. 


Die Magenlipase vom Hunde. 








I Abschwachung 
-ipase HCl oder NaOH j der Wirkung 
ccm 
1,0 H,O 1,0 eem 0,007 20 
| 1,0 nMIOHCL 1,0 , 0,006 47 10,2 
| 1.0 05 . 0.007 20 0 
| 1.0 n/lONaOH1O0 , 0.004 80 33.3 
1.0 0.5 . 0.005 97 17.0 
1.0 H,O a 0.007 20 
| 1.0 n/lOHCL 1.0, 0,006 41 11,0 
IT. 1.0 05 . 0.006 95 3.5 
| 1.0 nlONaOH1O  . 0,005 06 29,7 
1.0 05 . 0.005 88 18.3 
Tabelle XI. 
Die gereinigte Magenlipase vom Hunde. 
I Abschwachung 
anes HCl oder NaOH k der Wirkung 
ccm ° 
1,0 H,O 1,0 ccm 0.008 55 
| 1,0 nlOHClL10 , 0,004 89 42.8 
I 1,0 05 . 0,005 81 32.0 
| 1.0 nlONaOQH10 . 0.004 64 45.7 
1.0 es . 0.005 73 33.0 
1,0 H,0 1,0 , 0,008 55 
| 1,0 niOHCl 1.0 , 0,005 05 40,1 
II. 1,0 05 , 0,006 11 28.5 
| 1,0 n/lMMNaOHlO , 0.004 74 44.5 
1.0 05 . 0.005 51 35.5 


In der ersten Mitteilung wurde berichtet, daB sich das im sauren 
Bereich gelegene py-Optimum der Magenlipase nach der alkalischen 
Seite bis nach py 7,6 bis 7,8 verschiebt, wenn sie mehrere Tage als 
Lésung aufbewahrt wird. Man kann diese gealterte Magenlipase (Selbst - 
reinigung) von der gereinigten hinsichtlich des pg-Optimums nicht mehr 
unterscheiden. Ich habe einige Versuche dariiber angestellt, ob diese 
gealterte oder selbst gereinigte Magenlipase ihre anfangliche grobe 
Resistenz gegen Saure bereits verloren hat, wie die auf chemischem 
Wege gut gereinigten. Dies war jedoch niemals der Fall. 

Man kann mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen, dab die 
spezifische Resistenz der verschiedenen Organlipasen gegen Sauren 
und Alkalien nicht zu den Eigenschaften der betreffenden eigentlichen 
Lipasen gehért, sondern durch die Begleitstoffe der Fermente vor 
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getiuscht wird. Werden letztere entfernt, so zeigen diese gereiniys 
Lipasen keinen Unterschied in der Resistenz: gleichgiiltig, ob es 
um Magen-, Pankreas- oder Leberlipase handelt. Es muB sich 
um etwas andere Begleitstoffe handeln als diejenigen, welche 
falsches Wirkungsoptimum vortiuschen kénnen: denn wenn sich 
Wirkungsoptimum der gealterten Magenlipase bereits geandert 
so ist sie doch noch viel resistenter gegen Saure 

Die aquivalente Menge von Essigsaure oder Ammoniak iibt 
viel geringere Schadigung (ein Drittel oder noch weniger) auf das Fer 
aus als HC] oder NaOH, wie aus der Tabelle XII ersichtlich ist. | 
die beiden Sauren und die beiden Alkalien titrimetrisch gleichw: 
sind, muB man eine Erklirung dafiir in der Menge der vorhancd 
H- oder OH’-Ionen suchen 


Tabelle XII. 


Leb« rlipase vom Kaninchen. 





Abschwachung der Wirkung 
Lipase Sauren oder Alkalien I II 


com 


Leberlipase von Kaninchen 


1.0 n 20 HCL O05 cem 66.5 69.2 
1.0 0.25 . 65.4 69.2 
1,0 n20CH,COgH O05, 19.0) 19.5 
1.0 0,25 . 9.1 11.3 
1.0 n20NaOH OO . 54.4 4.4 
1,0 0.25 . 27.6 27.0 
1.0 n20NH, OO . 22.9 22,9 
1.0 0.25 . 14.00 15.0 
Magenlipase von Kaninchen 
1.0 n/20 HCL OD eem 50.6 52.2 
1.0 0.25 .. 39.8 39.8 
1.0 n20CH,CO,H O05, 20.1 20.4 
1.0 0.25 . 51 6.6 
10 n20NaQ0H O05, 56.9 58.3 
1.0 0.25 . 33.9 33.1 
AL n20NH, 05 , 24.1 25.4 
1.0 0.25 . 20,7 20,7 


Hieraus kann man mit Recht annehmen, dai das Resisten 
vermégen des Ferments vom EiweiBgehalt der Lésung abhangig sei: 
muB, da sich EiweiB und auch andere organische Substanzen mit 
freien H’- oder OH’-Ionen verbinden kénnen. Die folgenden Tabelle: 
bringen die Belege. Zu Pankreaslipase wurde konzentrierte, in «i 
Hitze inaktivierte Magenlipaselésung hinzugesetzt, mit Saure ode! 


= 
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reinivt, \lkali vermischt wahrend 30 Minuten im Wasserbad (33°C) stehen 
Pes sj gelassen und dann gepriift, wieweit die imaktivierte Magenelution 
ich aly ut die Pankreaslipase eine Schutzwirkung ausiibte. Als Eiweib kann 
che , man natirlich auch Peptonlésung benutzen. Die Eiwei®lésung mul 
sich « ber konzentriert sein, sonst iibt sie keine Schutzwirkung aus 

rt | 


T abe We XIII. 





Pankreaslipase Inaktivierte Ww Abschwachung 
erin von Kaninchen Magenlipase asser Saéure oder Alkeli der Wirkung 


ccm ecm com 


Bag 
x 


05 OD un 20HCL OD cen 
nde 05 0.5 — 0,25 , 17.9 
05 0.5 OD 
05 05 0,25 ,. 41,1 
0.5 05 n2Z0NaOHOS  , 2 
05 OD 0.25 , $2.3 


0.5 . 05 OD . 2.4 
0.5 0.5 0.27 . 58.3 


Die groBe Resistenz der Magenlipase liBt sich nicht durch ihren 
hohen EiweiBgehalt erkliren; denn wenn auch die Resistenz det 
Magenlipase stets viel gréBer ist als die der Leberlipase, so kann letztere 
doch mehr Eiweif oder andere organische Substanzen enthalten als 


die erstere. 
V. Kritik der Differenzierungsmethode von Takata. 


Infolge der oben erwihnten Umstande kann man die Magenlipes 
von der Pankreas- oder Leberlipase ihrer Herkunft nach nicht unter- 
scheiden. Im gewéhnlichen (nicht gereinigten) Zustande zeigt sie jedoch 
eine ganz andere Bescheffenheit als die beiden anderen. Besonders 
auffallend ist diese Beziehung beim Menschen oder Hund. W. Takata! 
hat vor kurzem eine Trennungsmethode von Pankreas- und Magen 
lipase beschrieben, unter der Voraussetzung, daB die Pankreaslipase 
ungeschadigt bleibt, wihrend die Magenlipase vollstaindig zerstért 
wird, wenn man eine bestimmte Menge Alkali zur Mischung beider 
Lipasen hinzusetzt. Diese Trennungsmethode ist sowohl ohne theo- 
retischen als auch ohne praktischen Wert ; denn wenn auch die Pankreas 
lipase gegen Alkali resistent ist, so ist doch diese Alkaliresistenz viel 

en kleiner als die der Magenlipase. Bei der Magenlipase mu} man etwa 
sen die zweifache Alkalimenge anwenden als bei Pankreaslipase, um die 
— gleiche prozentische Schidigung des Ferments zu erreichen. Wenn 
oe man daher die Mischung der Fermentlésungen mit Alkali behandelt 
es 

de 1 Zeitsehr. f. klin. Med. 98, 1924. 
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so wird der gréBte Teil der Pankreaslipase zerstért, waihrend die M 
lipase weniger geschadigt wird 

Die schidigende Wirkung der Siure weist ein etwas anderes \ M 
halten auf. Wendet man naimlich die aquivalente Menge Salzsiur: 
so wird die Pankreaslipase fast vollstindig vernichtet, wahrend 
Teil der Magenlipase noch intakt bleiben kann, da letztere 
Menschen) gegen Saure auBerordentlich resistent ist. Sollte es dahe 
dringend erforderlich sein, in einer Mischung eine Lipase von 
anderen zu trennen, was beim ZuriickflieBen des Duodenalsaftes 
den Magen der Fall ist, so ist es ratsam, sie mit Saéure zu behande! 
Ks ist jedoch nicht so leicht, diese sogenannte adaquate Menge zu finde: 
weil das Mischungsverhaltnis in jedem Falle immer variiert. 


Tabelle XIV. 





























I Abschwachung 
_— Saure oder Alkali der Wirkung Lj 
ccm 
kK 
—o ta 1,2 n/20 HCL 0.5 cem 0 M 
agenusait von Menschen 1.2 0.25 é 0 sd 
12 05 , 62,2 
Duodenalsaft von Menschen 12 0.25 7 50.0 \ 
Ss 20NaQOHO5 . 35.0 } 
Magensaft yon Menschen | "7 . . “ “ 20.0 = 
2 05 , 8,1 nt 
Duodenalsaft von Menschen + 095 F 9 LA 
Es soll nunmehr festgestellt werden, ob man das erwartete Resultat 
erhalt, wenn man die Mischung der beiden Lésungen mit HC] ode: Be 
NaOH behandelt. Zuerst habe ich die Aktivitats-py-Kurve der Magen K 
. 
% 
, 70 M 
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Abb. 1 Abb. 2 
la 
und Pankreaslipase bestimmt (Abb. 1 und 2). Aus der Kurve I (Abb. 3 on 
kann man ersehen, daB die Mischung etwas mehr Pankreaslipase ent hiil' P. 


Kurve II zeigt, daB mehr Pankreaslipase durch NaOH zerstért worde oT 
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«. Kurve III, daB die vorhandene geringe Menge Pankreaslipas 
wirkungsfihig geblieben ist, da diese Kurve mit derjenigen der 


venlipase allein sehr viel Ahnlichkeit aufweist. 


~ 














Abb. 3. bb. 4 


Auch Abb. 4 zeigt dasselbe, nur mit dem Unterschied, daB jedk 
Lipase in der Mischung eine fast gleiche Einheit in ihrem Optimum hat 
Kurve A). Man kann die Kurve B von der Aktivitats-py-Kurve der 
Magenlipase kaum unterscheiden, ein Beweis dafiir, daB nur noch ein 
minimaler Teil der Pankreaslipase vorhanden ist. 

Takata glaubte somit irrtiimlicherweise, die Magenlipase durch 
\Ikalibehandlung aus der Mischung der beiden Lésungen entfernt zu 
haben. Aber im Gegenteil, er zerstérte durch diese Operation mehr 
Pankreaslipase, von der er behauptete, sie wire ungeschiidigt in det 
Lésung verblieben. 

VI. Zusammenfassung. 

1. Die Magenlipase ist resistenter gegen Sauren als gegen Alkalien 
Beim Menschen und Hunde tritt dies viel deutlicher hervor als bei 
Kaninchen oder Schwein. Dieses Verhalten ist nicht allein auf den 
Umstand zuriickzufiihren, daB sich diese Lipase immer im sauren 
Magensaft befindet, sondern es scheint auch eine spezifische Funktion 
des Magens zu sein, da die Schweinemagenlipase dasselbe Verhalten 
zeigt, obwohl sie ein alkalisches Optimum hat und sich auch immer 
im alkalischen Magensaft befindet. 

2. Obwohl die Pankreas- oder Leberlipase gegen Alkali resistenter 
ist, so ist sie doch viel empfindlicher als die Magenlipase. Die Magen- 
lipase besitzt daher eine gréBere Stabilitat gegeniiber solchen Agenzien 
als andere Organlipasen. 

3. Die gereinigte Magenlipase verliert ihre gréBere Widerstands 
fihigkeit gegen Saiuren, und zwar sowohl Menschen- als auch Hunde 


oder Schweinemagenlipase. Sie ist dann nicht mehr resistenter als dir 
Pankreaslipase. Auch die letztere und die Leberlipase verlieren ihr: 
gréBere Stabilitét gegen Alkali, wenn man sie vollstandig reinigt. Es 








38 K. Gyotoku: Studien tiber die Lipase. II. 


ist sehr naheliegend, daB der verschiedene Resistenzgrad dieser Ory, 

lipasen gegeniiber solchen Agenzien durch Begleitstoffe verursach 
wird, welche man durch Reinigung relativ leicht von den eigentlich 

Lipasen entfernen kann. 

Die ungereinigte Magenlipase verliert nicht ihre Resistenz gey 
Saure, auch wenn man sie lange aufbewahrt und sich ihr Wirkungs 
optimum bereits nach der alkalischen Seite hin verschiebt. Man ) 
daher noch an andere Begleitstoffe denken, als an so!lche, die ein falsches 
Optimum vortauschen. 

4. Starkere Sauren oder starkere Alkalien iiben eine griée 
Schadigung auf die Lipase aus, als die schwacheren. Der Zusatz 
siure- oder alkalibindenden Substanzen (z. B. Eiweib- oder Pepto 
lésung) schiitzt die Lipase gegen die Schadigung bis zu einem gewisse) 
Grade, obwohl die absolute Menge der Sauren oder Alkalien gleich ist 
Offenbar muB hier ein direkter Zusammenhang zwischen den H- ode: 
OH’-lonen und dem Schadigungsgrad bestehen. 

5. Die Takatasche Trennungsmethode von Pankreas- und Mage) 
lipase hat keine Bedeutung. Der Autor glaubt, durch Alkalizusatz 
nur die Magenlipase fast vollstandig zerstéren zu kénnen, wahrend di: 
Pankreaslipase ungeschidigt in der Lésung bleibt. In Wirklichkeit 
ergibt sich etwas ganz anderes. Da die Alkaliresistenz der Magenlipas: 
vom Menschen viel gréBer ist als die der Pankreaslipase, so wird letzter 
viel mehr vernichtet als die erstere. Da aber der Unterschied in der 
Resistenz beider Organlipasen gegen Saure ziemlich groB ist, so kann 
man mit der adaquaten Menge Salzsaure die Pankreaslipase fast vol! 
standig zerstéren, wenn auch die Hauptmenge der Magenlipase dabei 


vernichtet wird. 
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lil. Mitteilung: 


Chininwirkung auf Organlipase. 


Von 
K. Gyotoku. 


Aus der Inada-Klinik der Kaiserlichen Universitat zu Tokio.) 


(Eingeqangen am 1. November 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Die Chininwirkung auf die Lipase ist zuerst von Rona und seinen 
Schiilern! zum Gegenstand einer eingehenden Untersuchung gemacht 
vorden. Es ergab sich eine starke Giftwirkung gegeniiber der Pankreas- 
ind Serumlipase, waihrend sich die Leber- oder Nierenlipase usw 
dagegen fast refraktar verhielten. In meiner ersten und zweiten Mit- 
teillung habe ich bereits dargetan, was fiir einen groben EinfluB die 
Begleitstoffe der Lipase auf das Ferment ausiiben. Es wurde bis jetzt 
ingenommen, daB man die Lipasen durch ihr verschiedenes Wirkungs 
optimum voneinander unterscheiden kann. Ferner glaubte man bisher, 
daB die erhéhte Resistenz gegeniiber Sauren eine besondere Eigenschaft 
der Magenlipase sei. Wir wissen jedoch nunmehr, daB diese Eigenschaften 
nicht spezifisch fiir eine bestimmte Lipase gelten, sondern in Wirklichkeit 
durch die verschiedenen Begleitstoffe bedingt sind. Andererseits kann 
man sich vorstellen, daB auch die refraktaére oder sehr empfindliche 
Kigenschaft der verschiedenen Organlipasen gegeniiber Chinin nicht 
in der Lipase selbst, sondern in deren Begleitstoffen zu suchen ist 
So haben wir? tatsichlich bereits feststellen kénnen, daB die chinin 
refraktare Leberlipase auf dasselbe Crift sehr empfindlich reagiert, 
wenn sie vollstandig gereinigt wird. In der vorliegenden Arbeit soll 


Diese Zeitschr. 118. 185. 213, 232, 1921: 180, 225, 582, 1922; 134, 
108, 128, 1923; 141, 222, 1923; 146, 144, 1924. 
2 Ebendaselbst 167, 171, 1926. 





40 K. Gyotoku: 


ausfiihrlich tiber den Zusammenhang zwischen Chininempfindlic! 
und den verschiedenen Organlipasen berichtet werden 


Es ist bereits bekannt, daB die Vergiftung der Lipase durch (| 
auf einen Adsorptionsvorgang hinweist. Es ist eine bestimmte Ze;: 
erforderlich, bis die maximale Wirkung des Chinins erreicht ist. |)je. 
ist 30 Minuten nach der Mischung von Gift und Ferment der | 
Gleichfalls ist erwiesen, daB die Chininhemmung der Lipase 
steigendem py zunimmt. Im allgemeinen habe ich bei py 7 gearbeit: 


Il. Die Leberlipase. 

Zunachst habe ich mich mit der Leberlipase verschiedener ‘Tj 
beschaftigt. Sie wird bei pq 7.0 nur wenig oder ganz refraktar gehem 
Zur Untersuchung wiahlte ich die chininrefraktare Lipase von Kaninch: 
und Hammel. Nach der Reinigung (Willstdttersche Methode) wuri 
die Hemmung mit derselben Menge Chinin wie vorher gepriift. | 
Chininhemmung war deutlich ausgeprigt, wie aus der Tabelle 1 
sichtlich ist. 

Tabelle I. 





Gereinigte Leberlipase von Kaninchen, Gereinigte Leberlipase von Hamme! 
Pa = 6,99 Pu 7,12 
Chininmenge ; 1 ee Hemmung ' Chininmenge ° 1 in —* Hemmung 
mg in 60 ccm t a~—x ) mg in 60ccm t a z 
0,008 72 — 0,007 14 
I 0,008 29 5,9 4 0,006 27 12.2 
4 0,007 52 13,8 16 0,005 56 22.1 
Ss 0,006 86 21,3 
16 0,005 82 33.2 
oni 0,008 53 - 0.006 95 a 
1 0,008 21 3.7 + 0.006 24 10.2 
4 0.007 64 10.4 & 0.005 81 16.4 
S 0.007 02 17.4 16 0.005 43 21.9 
6 0,005 99 298 


Die Reinigung muB sehr sorgfaltig und vollstandig ausgefiihrt 
werden. Es ergab sich, daB fiir die Leberlipase eine Chininempfindlic! 
keit nicht unbedingt besteht. 


Bei der Untersuchung zahlreicher Leberlipasen findet man, «ati 
sehr chininempfindliche Leberlipasen existieren; mitunter ist dies: 
Eigenschaft so ausgepragt, da man die Leberlipase kaum von de! 
Pankreaslipase unterscheiden kann. Es gibt somit refraktire wn 
héchst empfindliche Lipasen. Hinzu tritt eine gewisse Artspezifiti' 
der verschiedenen Tiere. Besonders empfindlich ist die Hundelebe: 
lipase, wie aus Tabelle I] hervorgeht. 
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Tabelle 11. 


Hundeleberlipase. 





Lipase Chininmenge Hemmung 
Ne F & 8 
com mg 
I 1.0 0.007 60 
748 1.0 2 0,002 50 67.1 
H ; 1.0 0.2 0.005 39 291 
II | 1.0 _ 0.009 05 
= 59 1.0 10 0.006 31 30.8 
~ - 
Hi _— 10 D 0.006 8S 94) 


Ill. Die Pankreaslipase. 


Die Pankreaslipase ist, wie allgemein bekannt, gegeniiber Chinin 


sehr empfindlich. Ich reinigte die Pankreaslipase von vier Tierarten 


nd priifte, ob sich die Chininempfindlichkeit mit der Reinigung vet 
inderte. Die folgenden Tabellen zeigen, da diese Empfindlichkeit 


hei der gereinigten Lipase etwas vermindert zu sein scheint, was mit 


len Befunden von Rona und Willstdtter gut iibereinstimmt 


Tabelle I11. 


Hammelpankreas!ipase. 











L gereinigte Lipase Gereinigte Lipase 
Pa = 61 pa = 7.14 
Chininmenge Hemmung Hemmung 
I Il I I 
mg 
| 7.2 7.5 4.2 7 
4 19.1 16.4 10.9 15.4 
5 32.2 28.6 25.4 22.4 
1b $5.5 42 2 34.9 35.6 
Tahe lle | } ° 
Rinderpankreaslipase 
Ungereinigte Lipase Gereinigte Lipase 
Pa = 6.0 pa = 711 
Chininmenge Hemmung Hemmung 
I Il I Il 
mg 
1 14.8 IS. 97 11. 
4 317 3S 5 22.0 24. 
Ss 45.9 52.53 31.2 3) 
16 562 63.1 BS $0.7 
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Tabelle V. 


Schweinepankreaslipase. 





\'ngereinigte Lipase Gereinigte Lipase 
Pao = 7.04 PH 7,02 y 
Chininmenge Hemmung Hemmung 
I Il I Il 
mg 
l 9.8 10.1 0 5.1 P 
4 17.1 21.9 U5 12.5 
Ss BO0 35.5 16S 224 
16 41.8 46.8 25.8 IDS 


Tabelle VI. 


Kaninchenpankreaslipase. 





Ungereinigte Lipase Gereinigte Lipase 
Pa 7,05 Pu 7,00 
Chininmenge Hemmung Hemmung 
! I I I] 
mg 
1 11.1 9.8 9.7 
4 22,2 21.7 21,1 
5 S1.4 32.4 t0.5 
lt $4.5 $5.2 394 


IV. Die Magenlipase. 





Die Kaninchenmagenlipase ist ebenso empfindlich wie die Pankreas 





lipase, und zwar starker bei py 7 als bei py 6. Mit zunehmender Reinigung 
vermindert sich diese Empfindlichkeit sowohl bei py 6 als auch bei p, 
(Tabelle VII). 

Tabelle VII. 


Magenlipase vom Kaninchen. 





Ungereinigt Gereinigt Ungereinigt Gereinigt 
Chinin Pu = 605 PH os Chinin Pa 15 Pu a] 
Hemmung Hemmung Hemmung Hemmun, 
ming mg 

1 G2 iD l 16.58 10.7 

n) 191 11,2 5 29.7 21.2 

aD 42.8 2IN.9 be 40.8 36.0 

i) 428 32.4 16 WO 45.7 





Es sollte nun das Verhalten der Schweinemagenlipase festgest« 
werden. Seltsamerweise wurde die erste zur Untersuchung gelangend 
Schweinemagenlipase durch Chininzusatz aktiviert, und zwar | 


pu 6 starker als bei pa 7. Die Lipase wurde nun wie gewohnlich gereinig 





‘Cas 
ung 


Uy 
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alsdann mit Chinin gepriift Das Resultat war ausgezeichnet 
<e gereinigte Lipase wurde nicht mehr aktiviert, sondern wies viel. 
hr eine deutliche Hemmung auf. die so hochgradig, wie bei det 
einigten Pankreaslipase war (Tabelle VIII) 


Tabelle VIII. 


Magenlipase vom Schwein. 





Ungereinigt Gereinigt Ungereinigt Gereinigt 
) 6,98 ) 6.98 ) 7.04 ? 700 
Chinin Pu Pa Chinin Pu Pa 
iktivierung Hemmung iktivierung Hemmung 
mg . mg 
l 3.3 l ‘) 20.9 
7 22.6 12.3 D 0 30.9 
1) 22.6 18.6 1) “ 408 
a0) ag 40.0 20 0 51.8 
Aus meinen zahlreichen Untersuchungen geht hervor, daB die 


Lipase chininempfindlich oder refraktar ist; 
<ommt jedenfalls relativ selten vor. 





eine Chininaktivierung 


Stets aber wird die Lipase nach 


der Reinigung chininempfindlich, unabhangig davon, ob sie im un. 


vereinigten Zustande refraktar oder aktiviert war. 


t die sorgfaltigste Reinigung! 
- £ gung 


adsorbiert 


Haupt bedingung 
Die eluierte Magenlipase muB mit 


Kaolin 


und 


Essigsiure behandelt, elektrodialysiert, mit 
dann nochmals mit alkalischer Lésung eluiert werden. Wird das Ferment 
nicht elektrodialysiert, so kann man diese Veranderung nicht kon- 


statieren, auch wenn eine Reinigung mit Kaolin erfolgt ist 


Auf Grund dieser Tatsachen kann man annehmen, dab das ver- 
schiedene Verhalten der Lipase gegeniiber Chinin nicht im Ferment 
selber zu suchen ist, sondern durch die Begleitstoffe verursacht ist 
tiese Begleitstoffe miissen jedoch von anderer Art sein als diejenigen, 
die ein falsches Optimum vortauschen oder den Organlipasen ver- 
schiedene Resistenz verleihen. Denn wenn man auch die ein falsches 
Optimum vortauschenden Substanzen relativ leicht entfernen kann, so 
ist es doch sehr schwierig, die Chininempfindlichkeit zu andern, waihrend 
fiir die Anderung der Resistenz die Reinigung gerade in der Mitte 


zwischen diesen beiden steht. 


V. Aufbewahrung der Lipase und Chininempfindlichkeit. 


Wie schon éfters erwahnt, ist das Wirkungsoptimum wahrend 
der Aufbewahrung sehr leicht Das 
verschiebt sich nach der alkalischen Seite 


verschiebbar saure Optimum 
» 


der Magenlipase z. B wenn 


Andererseits 


das Enzym mehrere Tage als Lésung aufbewahrt wird 
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verschiebt sich das alkalische Optimum bis nach py 5,6 bis 6.0 ; 
es bei der Schweinemagenlipase der Fall ist. Da wir soeben gesely 
haben, daB die Chininempfindlichkeit in engem Zusammenhang 
den Begleitstoffen steht, so ist es nicht unmdglich, daB sich auch dies, 
Kigenschaft wahrend der Aufbewahrung etwas andern kann | 


Versuche sprechen fiir die Richtigkeit meiner Annahme. 


Ich bewahrte die pulverisierten Lipasen verschiedener Org 
auf, nachdem die Empfindlichkeit gegeniiber Chinin genau gepriif; 
worden war. Von Zeit zu Zeit untersuchte ich diese Lipase, um 
ermitteln, ob sich eine Anderung der Eigenschaften feststellen |i: 

Meine Schweinemagenlipasen waren refraktér gegeniiber Chinin, ode; 

nur sehr wenig empfindlich. Als ich sie nach mehreren Monaten unte; 
suchte, konstatierte ich eine deutliche Aktivierung durch Chininzusat 

Die Aktivierung fand nicht ganz plétzlich statt, sondern allmahlic! :; 
bis zum Ablauf von 3 bis 4 Monaten erfolgte keine nennenswerte Ver 
anderung. Gewéhnlich fand ich diese merkwiirdige Veranderung erst 
nach 6 oder 8 Monaten. Bei der Kaninchenleberlipase konnte ich dies: 
Aktivierung nicht beobachten, die Empfindlichkeit war immer vir 
geringer. Ob die Leberlipase vom Hund eine ahnliche Veranderung 
aufweist, ist schwer zu entscheiden, weil sie nach 4 bis 5 Monaten so 


schwach wirksam war. daB ich die 


setzen konnte 


Tabelle 1X. 


Schweineleberlipase. 


weitere Untersuchung nicht fort 





Direkt nach der Bereitung 


Nach der Aufbewahrung 


Pu 7,55 Pa = 7,50 
Nr Chininmenge : 
P Hemmung : iktivie 
mg t 
1 0,008 85 0,006 90 
%) 0.006 95 21.1 0.010 07 45.9 
10 0.007 74 12.1 0.009 38 33.9 
Pa = 751 Pa = 100 
2 0 0.010 02 0.007 11 _ 
on 0.009 36 6.6 0.010 21 43.6 
5 0.010 02 0) 0.008 44 18.7 
Pu 7.61 Pu 7,49 
4 0 O.824 9 006 24 
20 0.008 24 0 0.009 58 53.6 
10 0,008 24 0 0,007 53 20.7 
Pu = 761 Pu = 749 
4 0 0,008 78 —_— 0,007 93 -—- 
20 0.007 72 13.1 0.007 93 0 
10 0.008 25 6.0 0.007 93 0 
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Tabelle X. 


Kaninchenleberlipase. 
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Direkt nach der Bereitung 
Pa = 711 
Chininmenge 
Hemmung 


mg 
0.009 84 
15 0,006 87 302 
s 0.007 60 22 Y 
? 0.010 34 
10 0.006 59 36.3 
5 0.008 13 214 


Nach der Aufbewahrung 
Py = 7.02 


Hemmung 


0.008 36 
0.007 19 1 
0.007 74 


~l 


0,009 33 
0.007 00 294.9 
0,007 96 14,7 


Diese merkwiirdige Veranderung der Chininempfindlichkeit wahrend 


der Aufbewahrung kann man nicht nur bei der Leberlipase, sondern 


uch bei den anderen Organlipasen konstatieren, obwohl sie 
Wie Tabelle XI zeigt, wurde die Schweinepankreas- 


so auffallend ist. 


Tabelle XI. 


nicht 





Frischer Zustand 


Chinin- Pu = 7,04 
— Hemmung 
mg 


Schweinepankreaslipase 


16 48.6 

8 35.5 

4 21.9 
Rinderpankreaslipase 
Pu = 707 

8 58.3 

4 38.8 

l 18.6 


Kaninchenpankreasli pase 


Pu 7.05 
16 $4.5 
S 31.4 
4 22,2 
l 11,1 
Schweinemageulipase 
Pu 7,10 
1. 2 
10 50.1 
D IS.Y 
Pu 7.00 
2 10 17.4 


Nach der Aufbewahrung 


Pu 7,03 


Hemmung 
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lipase 7. B. zu 47,6°, durch 16 mg Chinin gehemmt, aber nach | \ 

nur noch zu 24.1°,. Den gleichen Hemmungsprozentsatz (21. 

konnte man im frischen Zustande schon durch 4 mg Chinin erreicly <I 
Die Chininaktivierbarkeit ist auch an gereinigter Schweinele}« “i 


lipase, wenn auch in bedeutend schwacherem Grade als an det 
ungereinigten festzustellen. Da das saure Optimum der Schweinemay 
lipase, welches sich wahrend der Aufbewahrung einstellt, mit 
teinigung wieder sehr schnell zuriickgeht, erwartete ich, daB die Chi 
aktivierung durch die Reinigung gleichfells verschwinden kom 
was aber nicht der Fall war. Die lang aufbewahrte Leberlipas« 
relativ schwach wirksam, ich muBte mich mit der gewéhnlichen nic} 
volistandigen Reinigung begniigen, weil man mit der Reinigung se! 
viel Lipase verliert. Aber wie man aus Tabelle X11 ersieht, zeigt 
Lipase eine deutliche Neigung. die Chininaktivierbarkeit mit 
Reinigung allmiahlich einzubiiBen. 


Tabe lle adi. 


Schweineleberlipase. 





Nach der Aufbewahrung 


' Akt 
Frischer Zustand este 
: , Hemm 
Chininmenge on = rr Ungereinigt Elektrodialysiert Mit Kaolin gereinig 
. Pu = 7,60 Pu 7,55 Pu 7.0! 


mg 
20 6.6 43.6 


10 me 
5 0) 18,7 


m I Ss 
ot de © 
je 


tw 


Aus diesen Tatsachen geht hervor, daB die Organlipasen eigent|i 
chininempfindlich sind, da sie nach der Reinigung durchweg damit 
vergiftet werden kénnen, auch wenn sie im frischen Zustand 
abweichendes Verhalten aufweisen. Jede Organlipase kann mit Beglei! 
stoffen verbunden sein. Ob sie die Lipase vor der hemmenden Wirkung 
schiitzen (z. B. durch Adsorption) oder ob sie in Verbindung mit diese: 
Gift Aktivierung hervorrufen, bleibe dahingestellt. Die Leberlipas: 
mu mehr Begleitstoffe besitzen als die Pankreas- oder Magenlipas: 
oder diese Stoffe miissen noch aktiver sein als die der anderen Lipase: I 
da jede Organlipase nach der Reinigung fast die gleiche Giftempfindlic! } 
keit zeigt. 


Warum die Chininhemmung wahrend der Aufbewahrung abnimm' 
oder sogar eine Aktivierung auftritt, l48t sich auf Grund unserer An 
nahme erkliren. Man kann noch nicht mit Sicherheit sagen, ob div 
Begleitstoffe. welche die Lipase in ihrem frischen Zustande chini: , 
refraktiir machen, auch eine aktivierende Wirkung zeigen kénne) , 











Studien tiber die Lipase. III 47 


\ber alle Organlipasen vom Schwein sind im allgemeinen weniger 

pfindlich, worauf ich spater noch einmal zuriickkomme, und die 
spitere Abnahme der Empfindlichkeit ist deutlicher ausgepragt als 
bei den anderen Tieren. Eine eigentliche Aktivierung durch Chinin 
sonnte ich nur bei Schweinelipasen konstatieren 


Die hemmende Wirkung des Chinins nimmt mit dem steigenden 

Wert zu. Da diese Wirkung durch die Begleitstoffe verursacht ist 
md da die aktivierende Wirkung gleichfalls mit den Begleitstoffen in 
Verbindung steht, so ist daran zu denken, daB auch die letztere Wirkung 
mit steigendem py deutlicher werden kann. Aber in Wirklichkeit ist 
es gerade umgekehrt, wie die Tabelle XIII zeigt. Es ist sehr wahrschein 
ich, daB die Giftempfindlichkeit der reinen Lipase ganz unabhangig 
von der aktivierenden Wirkung der Begleitstoffe sich zeigt. Die Chinin 
wirkung im gewéhnlichen Sinne ist also nichts anderes als die Summe 
dieser beiden Vorgiange, die sich im selben . System" abspielen 


Tabelle XIII. 


Schweineleberlipase (1). 








Pu = 7.00 Pu = 7,02 
Chininmenge Aktivierung Aktivierung 
mg 
%” 43.6 75.4 
D 18.7 wit 
Tabelle NIV. 
Schweineleberlipase (IL) 
Pu 9.67 Put = 7,04 
Chininmenge Aktivierung Aktivierung 
mg 
20 14.8 31.4 
10 8.0 13.9 


Die Vergift ung der Lipase durch Chinin deutet auf einen Adsorptions 
vorgang hin, der praktisch momentan verliuft. Wenn man also die 
Lipase mit Chinin vermischt 20 bis 30 Minuten lang stehen JaBt, so 
bekommt man einen praktisch konstant bleibenden Wert. Diese Ver 
suchsdauer wurde stets innegehalten. Man kann noch nicht voraussagen 


ob die aktivierende Wirkung demselben Gesetz gehorcht; nach meinen 
Versuchen scheint dies nicht der Fall zu sein. Der Aktivierungsgrad 
ist immer derselbe, obwohl man einmal gleich nach der Mischung 
und ein anderes Mal 30 bis 60 Minuten nachher untersuchte, ein Beweis 
daB zwei, und zwar entgegengesetzte Vorgange gleichzeitig vor sich 
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gehen. Wenn man die aktivierende Wirkung isoliert untersu 
kénnte, so miiBte sie natiirlich zugenommen haben, wenn man ge 
Zeit nach der Mischung priifen wiirde. 

Auf der anderen Seite wissen wir, daB die hemmende Wirkun: 
Lipase der Adsorptionsisotherme folgt. Ich konstatiere, daB die Aki 
vierung des Chinins nach demselben Gesetz verlief; d. h. tragt ma 
Logarithmen der Chininkonzentration auf der Abszisse, die Logarith) 
der Hemmungen als Ordinate auf, so erhalt man eine gerade Li) 
Die Tabelle XV und Abb. 1 und 2 zeigen diese Verhiltnisse. 


Tabelle XV. 


Schweineleberlipase. 





Pu = 7,00 Pu 7,02 
Chininmenge Aktivierung Chininmenge Aktivierung 
mg mg 
20 45.9 30 87,8 - 
10 35,9 20 754 
a) 24.2 1) DD.7 
2 10,3 5 36.0 
2.5 17.0 


ru? 





gy d Akhvie 





* i — EE —_ 
0g. 7 > ike sesentvadion Log. d 5 hkonzentravor 
: Abb. 1 Abb. 2 
‘ 
) 
VI. Chininhemmung und Artspezifitit der Tiere. di 


Hier méchte ich noch einiges itiber die Beziehung zwischen Chini: 
hemmung und Organlipasen anfiihren. Wie man aus den Tabellen XV! 
und XVII sehen kann, ist die Chininempfindlichkeit nicht einheitlich 
Bei der Untersuchung von Leberlipasen mehrerer Schweine ist det 
individuelle Unterschied des Hemmungsgrades nicht so klein. Di 
Kaninchenleberlipase zeigt eine noch viel gréBere Schwankung. Di U 
Leberlipase vom Hund ist immer auBerordentlich empfindlich geger 
das Gift und niemals refraktér. Man kann also nicht mehr sagen, da 
die Leberlipase unempfindlich gegen Chinin ist, wie man bisher in 
allgemeinen annimmt, wenn sie auch weniger empfindlich als die ander 





hi 
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Tabelle XVJ. 


Schweineleberlipase. 








Hemmung 
Nr PH Chininmenge 20 mg Chininmenge 10 mg 
1 7.00 21.1 12.1 
2 71 6.6 0 
} 7.61 0 0 
{ 7.41 13.1 6.0 
> 7.14 6.5 ) 
6 7.44 42 iL 
(aktiviert) 
7 7.60 17.3 “7 
S 7.60 14.5 0 
i) 7.60 16.8 7 
1”) VAT 10,1 0 
11 7.52 0) 0 
Tabelle XVII. 
Schweinemagenlipase. 
Hemmung 
Nr PH Chininmenge 10 mg Chininmenge 5 mg 
l 7.10 11.7 18.9 
2 7.10 30.1 18.9 
} 7,10 19.8 2.6 
4 7.00 15.8 2,6 
i) 7.02 () 
a) 7.00 17.4 0 
7 5.98 226 226 
(aktiviert) (aktiviert) 
8 7.07 14.9 0) 
(aktiviert) 
4 7.04 Tt) 0 


Organlipasen ist. Die Pankreaslipase ist immer sehr empfindlich gegen 
das Gift. Aber auch die Pankreaslipase zeigt kleine individuelle Unter- 
schiede und eine etwas gréBere Artspezifitit, wie aus Tabelle XVIII 
ersichtlich. Die Rinderpankreaslipase ist empfindlicher gegen Chinin 
ils die des Schweines oder des Kaninchens. Beim Menschen ist sie 
noch empfindlicher. 

Weiter habe ich die Chininempfindlichkeit der verschiedenen 
Organlipasen von einigen Tierarten untersucht Die Tabelle XVIII 
eigt, daB die Menschen- oder Hundelipasen im allgemeinen empfind- 
licher sind als die vom Schwein, Hammel oder Katze usw. Wenn also 
irgend eine Organlipase einer Tierart gegen Chinin sehr wenig empfindlich 


st. so kann man ungefahr vermuten, daB auch die anderen Organ- 


Biochemische Zeitschrift Band 193 4 





1h) K. Gyotoku: 


Tabelle XVIII. 


Chininempfindlichkeit der Organlipasen von verschiedenen Tierart: 





Pankreaslipase Serumlipase Leberlipase Magenlipas« 
Menschen . . +++4- ++ +-4 + 
Hund . . eee ++ +--+ +--+ } 1 
Schwein . = ++-+ 0 t 
Hammel Rs oe ae ++ - + tC 
ee hn Nicht untersucht 
Meerschweinchen 3 
Kaninchen ... . +: 
Rind : - : t + + : 


lipasen derselben Tierart nicht so empfindlich sind, weil ein grobe: 
Parallelismus zwischen diesen Organlipasen existiert. Ich habe scho 
gesagt, daB die Begleitstoffe die Chininhemmung tiberdecken. Je mely 
Begleitstoffe die Organlipasen haben, desto weniger miissen sie empfin« 
lich sein gegen das Gift, wenn die Schutzwirkung der Begleitstoff 
einheitlich ist. Mensch und Hund sind an diesen Stoffen relativ armer 
als Schwein und Katze. Die ersteren zwei haben daher chininempfind 
lichere Lipasen. Unter den verschiedenen Organen einer Tierart kam 
die Leber an diesen Stoffen sehr reich sein. 


VIL. Herkunft der Lipase und Chininempfindlichkeit. 


Aus den oben geschilderten Tatsachen geht klar hervor, dal di: 
Organlipasen durch die Chininempfindlichkeit ihrer Herkunft nec! 
nicht unterschieden werden kénnen, weil diese Eigenschaft nich’ 
konstant, sondern sehr labil ist und mit der Reinigung wieder ver 
schwinden kann. 

Einige Forscher haben zu Unrecht geglaubt, daB die Leber- ode: 
Pankreaslipase z. B. spezifisch verschieden sind, weil sie auch im yg 
mischten Zustande die entgegengesetzte Eigenschaft gegeniiber Chini 
und Atoxyl beibehalten. Ich reinigte die Schweinemagenlipase, die im 


ungereinigten Zustande chininrefraktér war. Nach der Reinigung 
wurde sie durch 10mg Chinin ungefahr zu 24°, gehemmt. Als ich 


eber die gemischte Lésung von diesen ungereinigten und gereinigte: 
Lipasen mit 10 mg Chinin untersuchte, beobachtete ich eine Hemmung 
von 13,5 anstatt 24°,. D. h. nur die gereinigte Lipase wurde gehemm' 
wihrend die ungereinigte refraktaér in der Lésung blieb, als ob kei: 
Gift da gewesen wire. Es ist aber ganz klar, dab diese beiden Lipase: 
identisch sind, obwohl sie gegen Chinin anders reagieren. 


Wir haben schon gesehen, daB die gereinigte Pankreaslipase et wa- 
weniger empfindlich gegen Chinin zu sein scheint. Die Serumlipas: 
vom Menschen oder Hund ist empfindlicher als die Pankreaslipase. ©} 





Mi 
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Tabelle XIX. 


Mi-chversuch von ungereinigter und gereinigter Magenlipase vom Schwein. 





Lipase Chininmenge — oa Hemmung 
ccm mg t a zr 
ereinigte 1,0 0.008 84 
2 1,0 10 0,006 81 93.0 
vyereinigte 1,0 0.008 84 
1.0 10 0,008 84 0 
ereinigte OD 0,004 27 
A 0.5 10 0,003 22 25.0 
lugereinigte O05 0.004 27 
. OD 10 0.004 14 3.0 
(ereinigte 0.5) 
Ungereinigte 0.5] 0.009 01 
Gereinigte 0,5) 
Ungereinigte 0.5] 1.0 0.007 79 13.5 


es sich auch hier um etwaige Begleitstoffe handelt, welche die Chinin 
empfindlichkeit steigern, 14Bt sich noch nicht sagen. Aber wenigstens 
ist sicher, daB unsere Reinigung noch nicht endgiiltig ist. Wenn man 
daher die Fermente noch vollstandiger reinigen kénnte, so kénnten 
sie noch andere Eigenschaften zeigen als wir bis jetzt gesehen haben 


VIII. Zusammenfassung. 

|. Die Pankreaslipase ist empfindlich gegenitiber Chinin Die 
Leberlipase ist nicht immer refraktar. Die Empfindlichkeit kann sich 
sowohl als Aktivierung wie auch als deutliche Hemmung auBern. Wenn 
man eine Serie von Schweinemagenlipasen untersucht, so sieht man ein 
ganz gleiches Verhalten. Es gibt keine Spezifitat der Organlipasen 
vegeniiber dem Gift, sondern nur graduelle Unterschiede. Auch die 
Annahme einer Artspezifitat der Tiere reicht nicht aus, diese Ergebnisse 
zu erklaren. 

2. Wenn man die refraktiren Lipasen vollstandig reinigt, dann 
werden sie durch Chinin deutlich gehemmt ; gleichgiiltig, ob sie von dem 
Magen oder von der Leber stammen. Sie kénnen also durch dieses 
Gift nicht mehr von der Pankreaslipase unterschieden werden. Die 
refraktire Eigenschaft gegen Chinin muB sicher durch die Begleitstoffe 
verursacht sein. 

3. Wenn die Organlipasen trocken mehrere Monate lang aufbewahrt 
werden, so zeigen sie eine viel kleinere Chininhemmung als die frisch 
bereiteten. Bei der Schweineleberlipase findet man sogar eine deutlich« 
Aktivierung (bis zu 80 bis 90°,) durch Chininzusatz. Sie zeigt aber 
die Tendenz, diese neu erworbene Eigenschaft wieder zu _ verlieren 


wenn sie wie gewéhnlich gereinigt wird. 


4 * 
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4. Diese aktivierende Wirkung des Chinins auf die Lipas 
der Formel der Adsorptionsisotherme, wie Rona u. a. bei der hemme) 
Wirkung gefunden haben. Wenn die Giftmenge nach der 
metrischen PReihe zunimmt, so steigt die aktivierende Wirkung 


der arithmetischen Reihe. 

5. Die Chininwirkung auf die Lipase ist die Summe von zwej 
entgegengesetzten Vorgangen, die einerseits mit der Lipase sé 
andererseits mit den Begleitstoffen gleichzeitig vor sich gehen 


i. Wenn man die verschiedenen Organlipasen von einer Tic: 
svstematisch untersucht und vergleicht mit denen der anderen Tier 
arten, so kann man erkennen, daB eine RegelmaBigkeit vorliegt. We: 
z. B. die Magenlipase einer Tierart chininempfindlicher als die de: 
anderen Tierart ist, so sind auch die Leber-, die Serum- und soga: 
auch die Pankreaslipase desselben Tieres empfindlicher. Die Orga: 
lipasen von Mensch und Hund sind viel empfindlicher gegen Chini: 
als diejenigen von Kaninchen, Schwein, Katze, Hammel und Meer 


schweinchen usw. 


7. Die Serumlipasen von Mensch und Hund sind viel empfindlicher at 
gegen Chinin als die Pankreaslipase. Ob es sich etwa auch hier un a 
Begleitstoffe handelt, welche diese Empfindlichkeit steigern kénne1 +] 
oder nicht. bleibe dahingestellt. Jedenfalls ist sicher, daB man durc! - 


Chinin die Organlipasen ihrer Herkunft nach nicht differenziere 
kann, wie einige Forscher glauben. 


Unserm Chef, Herrn Prof. Dr. R. Inada, spreche ich hier fiir sein 
stetige Anregung und freundliche Leitung meinen herzlichsten Dank aus 








bst Zur Bestimmung von Wismut im Harn. 


Von 
Crar 
Ties IH. Baggesgaard-Rasmussen, K. A. Jackerott und 8S. A. Schou. 
Ver (Aus der pharmazeutischen Hochschule zu Kopenhagen ) 


(Eingegangen am 10. November 1927.) 


Ova 
ae Mit der Einfiihrung der Wismutsalze in die Syphilistherapie ist 
- eine Reihe von Methoden zur Bestimmung von Wismut im Harn und 
vi in den Organen entstanden 

Als wir beauftragt wurden, eine zuverlissige Methode zur Be- 
cher stimmung von Wismut im Harn anzugeben, haben wir uns nach 
= einer kritischen Durchsicht der in der Literatur beschriebenen Me- 
nen thoden fiir die zuerst von W. Authenrieth und A. Meyer! und spate 
rch von C. S. Leonard? angegebene Methode entschlossen 
—_ Dieses Verfahren beruht auf der Reaktion zwischen Wismutionen 


ind Jodionen, die in saurer Lésung eine gelbe Komplexverbindung 
geben. Die Reaktion kann durch die Formel 


‘1h ) 


sane Bit** + (3+ vn) J” = BiJ;.; 
ausgedriickt werden. F. B. Strone® hat als erster darauf hingewiesen 
daB diese Reaktion zum Nachweis sowie zur Bestimmung von Wismut 
dienen kann. 

Um die Zuverlassigkeit dieser Methode festzustellen, haben wit 
den EinfluB der verschiedenen Faktoren, wie Konzentration des Wismut 
salzes, die Sa&urekonzentration, die Jodidkonzentration usw. auf 
die Farbe der Komplexverbindung untersucht, indem wir die Licht 
absorption des Komplexes unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
mittels eines Spektralphotometers nach Koenig-Martens ermittelten 

Als Lichtquelle haben wir eine Quarzquecksilberlampe (Hanau 
verwendet und nach einer vorliufigen spektroskopischen Untersuchung 
haben wir zu den Absorptionsmessungen die blaue Quecksilberlinie 
44359 A gewihlt. 


! Miinch. med. Wochenschr. 71, 601, 1924. 
2 Journ. Pharm. and exper. Therap. 28, S81, 1926 
* Z. 1887, S. 1002. 
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Die Messungen sind in einem Glastrog mit einer Schichtdick 
von lem ausgefiihrt. 

Auf dem Spektralphotometer werden die zwei Winkel @ und 4 
abgelesen, woraus sich die Lichtabsorption aus der Forme] 


BE log tg a log tg B 
ergibt. 
Das in den Tabellen angegebene E’ ist durch die folgende | 
rechnung von E erhalten worden: 
E.n.0.10 
a 


= 


wobei a gleich Milligramme Bi in 25 cem Lésung ist, so daB FE’ die Licht 
absorption fir 0,10 mg Bi in 25cem Lésung ausdriickt. 

Die inden Tabellen aufgetragenen Werte fiir a und £ sind die Mitte! 
zéhlen von je 10 Ablesungen (fiinf in zwei verschiedenen Quadranten 
Nur selten betragen die Abweichungen von der Mittelzahl 0.4! 
gewohnlich nur — 0,2°. Die Schwankung betrigt, wie aus den Tabelle: 


o 


hervorgeht, etwa §%. 


Messungen von reinen Wismutsalzlésungen. 


Als Standardlésung haben wir eine Lésung von Wismutoxyd in 
verdiinnter Schwefelsiure verwendet, die 0,10mg Bi pro Kubik 
zentimeter enthalt und die in folgender Weise dargestellt war: 

1g basisches Wismutnitrat (Bismutum subnitr.) wurde in 10 cc 
verdiinnter Saipeterséure gelést und die Lésung in 200cem _ 1 %iges 
\Ammoniak gegossen. Der Niederschlag wurde mit kochendem Wasser aus 
gewaschen, getrocknet und bis zur Gewichtskonstanz schwach gegliiht 
Von dem so hergestellten Wismatoxyd wurden 0,115 g in einigen Tropfe: 
heiBer, verdiinnter Salpeterséure gelést. Nach Zugabe von 10 ccm 41 
Schwefelsiure wurde die Salpeterséure durch Kochen entfernt und d 
Lésung mit 1 n Schwefelséure bis auf 1.Liter verdiinnt. 

Die weiteren Reagenzien, die zur Verwendung kamen, sind 

1. Eine Lésung von 10 g KJ in 100 com Wasser. Die Lésung mui} 
erneuert werden, wenn sie gelb wird. 

2. n Schwefelsdure zur Verdiinnung der Standardlésung. 

3. Eine Lésung von Natriumcitrat, die 15 g Natriumcitrat (C,H, 0H 
.(CO,Na), 2 H,O) in 100 cem Wasser enthalt. 


Bedeutung der Saiurekonzentration. 


Die in Tabelle I (A, B,C) angefiihrten Messungen veranschaulich« 
einerseits die Reproduzierbarkeit der Methode, andererseits zeigen =i 
den EinfluB der Saurekonzentration. 





In 


vik 








Bestimmung von Wismut 


Lésungen mit 


T abe lle I. 


im Harn. 


verschiedenen Bi-Konzentrationen. 





ti in 25 ccm 


mg 


0.05 
0.10 
O15 
0.20 
0.25 


Losungsmittel nH, SO, 


45.4 
46.6 


43.4 
32,7 
44.8 
34.2 
41,2 
42.4 
32.1 
39.5 
$2.6 
29.7 
400) 
36.3 


37.9 


Losungsmittel 2n H, SO, 


Losungsmittel 4n H, SO, 
45.8 
46.4 
43.8 
45.9 


42.1 
42.5 


gréBer werden als der Versuchsfehler 


0.0748 
0.0720 


0.1472 
0.1300 
0.1259 


0.1314 


0.2109 
0),.2024 
0.2161 


0.2811 
(),2687 
0.2802 
0.2737 


0.3569 
0.3352 


0.0732 
0.1410 
0),2127 
(),2764 
0.3454 


0.0672 
0.0628 


0.1348 
0.1229 
0.1972 
O.1SUS 
0.2409 
0.2545 


Mittel: 


Mittel 


Mittel 


0.1496 
0.1440 
0.1472 
0.1300 
0.1259 


0.1514 


01402 
0.1350 


0.1440 


0.1405 
0.1344 
0.1401 
0.1368 


0,1428 
01341 
0.1384 


0.1464 
0.1410 
0.1418 
0.1382 
0.1382 


0.1411 


0.1344 


) 1256 


0.1348 
0.1229 
0.1314 
0.1266 
“ 1205 
0.1273 
O.1504 
0.1268 


0.1251 


Wie aus der Tabelle deutlich hervorgeht, werden die Versuchs- 
resultate erst von 4 n H, SO, so stark beeinfluBt, daB die Abweichungen 








56 H. Baggesgaard-Rasmussen, K. A. Jackerott u. S. A. Schou: 


Bedeutung der Kaliumjodidkonzentration. 


Aus Tabelle IT geht hervor, daB eine gewisse Variation in 
Jodidmenge ohne EinfluB auf die Lichtabsorption ist. 


Tale lle ll. 


Bi-Lésungen in n H,SO,, mit verschiedenen Mengen von KJ 





Bi in 25 ccm 10 K J-Lésung } ; 

mg com 

0,10 2 47.4 37,7 0.1483 0.148 
0,10 2 53,0 44.7 (1274 0.1274 
0.10 3 47.0 38.1 0.1359 0.1359 
0,10 } 52.9 44.9 0.1228 0.1228 
0.10 4 46.4 38.0 0.1284 0.1284 
0.10 4 52.9 449 0.1228 0,128s 
0,20 2 47.6 30,4 0.2711 0.1355 
0,20 2 57.0 40.4 0.2575 0.1288 
0,20 } 47.6 30.6 0.2676 O.153s 
0,20 } 56.8 40.6 0.2512 0,12 
0.20 4 47.4 30.7 0.2628 0.1314 
0,20 4 57,0 40.7 00,2529 0.1264 


Mittel: 0.1311 


Auf Grund dieser Versuchsergebnisse halten wir die Methode fiir 
geniigend genau, um eine Verwendung in der Praxis zu gestatte: 
Dies um so mehr, als eine Versuchsreihe, bei der mit einem gewéhnliche: 
Kolorimeter gemessen wurde, oder die Konzentration einfach durc! 
Vergleich mit einer Lésung von bekanntem Bi-Gehalt bestimmt wurcd: 


uns gezeigt hatte, daB sich die Resultate hier mit einem Fehler von 


weniger als 10 °,, reproduzieren lassen, eine Genauigkeit, die vollkomme: 
ausreicht, um das Verfahren in der Klinik anzuwenden. 

Es soll jetzt der EinfluB von verschiedenen Stoffen, die im Har 
vorkommen kénnen, auf die Analysenresultate gepriift werden. 


Die Zerstérung der organischen Kérper im Harn vor der Bestimmung. 
Nachdem wir verschiedene Veraschungsmethoden ausprobier' 
hatten, fiel unsere Wahl auf die Behandlung mit Salpetersiure und 
Schwefelsaure, d. h. eine Methode, die in dem Prinzip der Newmannsche: 
gleicht. 
Die Zerstérung mit Kaliumchlorat und Salzsiure oder mit Per 
manganat und Schwefelsiure haben wir weniger geeignet gefunden 


Eine Konzentrationsfallung nach Zugabe von Mercurisalz wm 
darauffolgender Ausfallung mit Schwefelwasserstoff, Lisen des Niede1 
schlags in Salzsiure und Kaliumchlorat, wie es Authenrieth und Mey 
angeben, nimmt langere Zeit in Anspruch als die obenerwihnte Ver 





+ 


- = Ge 
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igsmethode. Wir gedenken die Veraschung in folgender Weise 


suszufiihren : 


In einem Kjeldahlkolben von 500 ccm Inhalt werden 100 cem Harn 

50 cem Salpetersiure (68°) vermischt; der Kolben wird auf einem 
Drahtnetz in schrager Stellung angebracht, und die Mischung fast zur 
frockne eingeengt. Die Veraschung gelingt um so besser, je mehr man 
inengen kann, doch ist eine gewisse Vorsicht notwendig, weil der groBe 
Mengen Ammoniumnitrat enthaltende Riickstand AnlaB zur Verpuffung 
veben kann. Nach dem Abkiihlen werden 3cem konzentrierte Schwefe! 
jure zugesetzt, nach dem Eindampfen bis zum Auftreten von Schwefel- 
siuredimpfen werden 1 bis 2cem Salpeterséure (68°) zugetropft und 
lie Mischung wiederum eingedampft. Die Mischung mui jetzt nach dem 
\bkiihlen farblos sein; ist dies nicht der Fall, so muB8 man nochmals etwas 
Salpetersiure zusetzen und die Fliissigkeit eindampfen. Nach erneutem 
\bkiihlen werden 10cem gesittigte Oxalsdiurelésung! hinzugefiiet; dis 
Fliissigkeit wird gekocht, bis Schwefelsiuredimpfe auftreten. Diese letzte 
Behandlung mit Oxalséure soll die letzten Spuren von Salpetersiéure. die 
sonst zu hohe Analysenresultate verursachen wirde, entfernen. Nach 
lem Erkalten wird der Riickstand in siedendem Wasser geldést, der Kolben 
nehreremal mit siedendem Wasser durchgespiilt, bis das Volumen der 
vereinigten Fliissigkeiten insgesamt etwa 20cem betrigt. Sollten sich 
ach der Abkiihlung Salze ausscheiden, so wird die Fliissigkeit mit etwa 
2%} cem siedendem Wasser verdiinnt; nach dem Erkalten und Filtrieren 
kann die Messung erfolgen. Nach dieser Methode hat der einé von uns? 
twa 80 Harnproben untersucht; die Veraschung dauert 2', bis 3 Stunden, 

uu8 aber nur zu Anfang genau kontrolliert werden. 

Die nach der Veraschung erhaltene Fliissigkeit besteht aus einer Lésung 
von Salzen, hauptsichlich Sulfaten, in verdiinnter Schwefelsaure, Chlorid 
sind nur in aéuBerst geringer Menge vorhanden. 

Wird der Veraschungsriickstand auf 25 ccm verdiinnt, so erhalt roa 
eine Lésung, deren Saiurekonzentration 1 bis 2 n ist (Titration mit Methy!- 
rot als Indikator), d. li. wie sie den Versuchen in Tabelle TA und B entspricht 


GréBere Mengen von Chloriden diirfen nicht in der Lésung vor 
handen sein. Wie der folgende Versuch zeigt, wird die Farbe der Wismut 
komplexverbindung auf Zusatz von Chlorid stark abgeschwacht 

Eine Lésung, die 0,10 mg Bi in 24ccm n Schwefelsiure enthielt 
wurde nach Zugabe von 1 ccm Kaliumjodidlésung in iiblicher Weise 
gemessen und ergab FE = 0.1415, aber nach Zugabe von Natrium 
chlorid haben sich die folgenden Werte fiir E ergeben 





NaCl E 
0,25 mol. 0.1307 
050 , 0.1138 
LOO . 0.0645 


1 Enthalt der Harn Silbersalze, so werden sie jetzt mit wenigen Tropten 


Salzsiure gefallt und abfiltriert. 
2 K. Jackerott. 
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Dab auch die Wasserstoffionenkonzentration nicht zu nicidjriy 
sein darf, haben Versuche unter Zufiigung von Natriumacetat gezcigt 
Wird eine der Schwefelsiure entsprechende Menge Natriumaceta; s 
zugegeben, so ist E == 0,1120 und in einer Mischung von 1 mol. Natr 
acetat und | mol. Essigsaure ist der Wismutkomplex praktisch far}los 

Von den Substanzen, die normalerweise im Harn vorkomme) 
kann vor allem Eisen die Analysenresultate beeinflussen, so daB ma; 
zu hohe Werte erhalt, weil ja Ferrisalze saure Jodidlésungen oxydiere: 

C’. 8. Leonard (|. c.) hat vorgeschlagen, das Eisen mittels Citron 
siure zu eliminieren. 

Diese Methode hat sich ausgezeichnet bewahrt. Die Eisenmenge 
lie normalerweise im Harn vorkommen, sind sehr klein [nach C. Newberg! 
von der GréBenordnung 1 mg Fe,O, pro Liter]. Leonard nimmt an 
daB so kleine Eisenmengen ohne Bedeutung fiir die Genauigkeit ces 
Verfahrens sind. Nach unseren Messungen, die nachstehend in Ta 
helle IIT wiedergegeben sind, finden wir jedoch, wenn die Versuche 7, 8 
und 17 in Betracht gezogen werden, daB die Verwendung von Citronen 





siure zu empfehlen ist. Die Zugabe von Citronensiure ist, wie zu e1 
warten war, ohne EinfluB auf 2. . 
Tabelle 111. \ 
Bi-Lésungen in n H,SO, + Citronenséure und Ferrisulfat. : 
Eisenelll- 
cC sulfat 
Nr Bi in 25ccm ——” Fes, t ] i; } 
mg 8 mg 
1 0,1 0.25 “9 41.7 33.2 0.1349 0.134 
. 2 0.1 0,25 0 53.4 44.5 0.1398 0.1398 
3 01 0.50 0 42.9 33.8 0.1424 0.1424 
4 0,1 0.50 0 53.5 44.5 0.1383 0.1383 
5 01 0.25 01 40.1 33.5 0.1041 0.1041 
t} 01 0.25 O1 53.5 44.2 0.1429 0.1424 
7 01 0 01 42.9 32.4 0.1656 0.1656 
S 01 0) 0.2 53.8 44.1 0.1492 0.1492 
4 01 0 01 53.3 44.6 0.1337 0.1337 
10 0,2 0.25 0 51.8 83,2 0.2883 0.1442 
11 0.2 0,25 0 57.6 39.9 0.2752 0.1376 
12 0.2 0.50 0 51.6 33.8 0.2752 0.1376 
13 0,2 0.50 0 57.6 39.9 0.2752 0.1376 
14 0,2 0.25 0.1 50.6 32.1 0.2879 0.1440) 
15 0.2 0,25 0.1 57.6 40.0 0.2738 0.1369 
16 0.2 0 0.2 52.8 31.8 0.3273 0.1637 
17 0,2 0 O01 57.6 39.9 0.2752 0.137¢ 


Die Tabelle IV zeigt, daB Anwesenheit von Mercurisalz im Hai 
ie Analysenresultate nicht beeinfluBt. In den Versuchen ist die zeh: 


+ Der Harn, Berlin 1911, 8. 58. 
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Tabelle 1V. 





Bi-Lésungen in n H,SO, + Mercurisalz. 

n 25 ccm Hg in 25 com , ; ; 
mg mg 

0.10 1.0 43.4 34.3 1418 1418 
0.10 1.0 53.2 44.5 0.1336 0.1336 
O15 1.5 55.5 42.4 0.2024 0.1350 
O15 1.5 44.8 31.9 0.2029 0.1352 
0.20 2,0 48.4 29.7 00,2955 0.1477 
0.20 a0 57.6 40.0 0.2737 0.1368 


Mittel: 0.1384 


fache Menge der angewandten Wismutmenge an Mercurisalz zugefiigt 
worden. 

Weiter haben wir untersucht, ob die bei der Veraschung von Harn 
vebildeten Salze die Lichtabsorption beeinflussen. Eine gréBere 
Menge Harn wurde in der oben beschriebenen Weise verascht und der 
Riickstand so weit verdiinnt, daB 20 ccm Lésung 100 ccm Harn ent- 
sprachen. Nach Filtration und Zusatz von lecm Kaliumjodidlésung, 
leem Citratlésung, lecm Natriumsulfitlésung' und 2 cem Wasser 
wurde die Lichtabsorption wie gewéhnlich gemessen. Die Resultate 
sind in Tabelle V angegeben und zeigen, dab E’ immer noch dieselben 
Werte aufweist wie in der Tabelle I. 


Tabe lle V. 


Bi-Lésungen mit Harnsalzen. 





Bi in 25 ccm P 


; ! I 
mg 
0.10 53.3 44.6 0.1337 0.1337 
0.10 55.3 44.6 0.1337 0.1337 
0.20 574 40.0 0.27038 0.1352 
0.20 57.4 402 0.2688 0.1344 


Mittel: 0.13458 


SchlieBlich haben wir in Tabelle VI einige Resultate der Wismut- 
bestimmungen im Harn mit bekannter Wismutkonzentration auf- 
gefiihrt. In den ersten fiinf Versuchen ist der Veraschungsriickstand 
mit Wasser auf ein Volumen von 20 ccm gebracht, von der Jodid 
Citrat- und Sulfitlésung je 1 ccm zugefiigt, mit Wasser auf 25 ccm ver- 


' Eine Mischung von KJ, SO, und H,SO, farbt sich schwach gelb 
Wir haben, um diese Gelbfarbung zu kompensieren, sowohl der unbekannter 


Lésung wie der Vergleichslésung je leem einer 10° igen Natriumsulfit- 


losung (Na, SO a H,O) zugegeben. 
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Tabelle VI. 
Bi in Harn. 





Bi in 100 com 





Nr. é t t EY Bemerkunger 
mg 
1 0.10 51.1 44.5 0.1275 0.1275 
2 O15 54,1 43.9 0.1570 0.1046 | Filesiert nach 
3 0,20 55.0 42.9 0.1867 0.0934 Hinzutuger 
+ 0,25 57.5 40.1 0.2705 0.1082 von KJ-Losung 
5 0,25 57.9 39.6 0.2848 0.1138 
6 0.15 55.0 42.7 0.1897 0.1264 
7 0.15 5D.0 42.8 0.1882 0.1224 | Filtriert y 
Ss 0,25 58.9 38.6 0.3173 0.1270 Hinzufuge: 
rt) 0.25 58.9 38.6 0.3173 0.1270 von KJ-Lésung 
10 0.20 57.0 40.7 0.2529 0.1284 
0.1262 


* Mittel 6 bis 10. 


diinnt und jetzt vor der Messung in dem Spektralphotometer filtrier 
Wie ersichtlich, sind die Werte alle zu niedrig; wird die Lésung dagege 
vor dem Zusatz der Reagenzien filtriert. so sind die Resultate zufriedes 
stellend. Zur Wismutbestimmung im Harn haben wir die folgenc: 
Methode praktisch gefunden. Der Harn wird, wie oben beschrieben 
verascht und der Riickstand in Wasser aufgenommen Nach den 
Filtrieren wird von den Kaliumjodid-, Natriumcitrat- und Natriwn 
sulfitlésungen jeweils 1 ccm zugegeben und das Gemisch mit Wasse: 
auf 25cem verdiinnt!. Die Farbenintensitit JaBt sich jetzt z. B. i: 
einem Kolorimeter bestimmen, indem man als Vergleichsfliissigkeit 
1,0 ccm der Standardwismutlésung, 1 cem Kaliumjodid, 1 cem Natriun 
sulfit und n Schwefelsiure bis auf 25 ccm nimmt. 

Die Wismutkonzentration ergibt sich dann aus folgender Forme 


A (stand.) 
= . ( -0,l mg pro 100 cem Harn, 
(2) 


wo A(stand.) die Schichtdicke der Standardlésung, h(x) die der Harn- 


lisung ist. Sind die Wismutkonzentrationen nur klein, so verwendet 
man z. B. nur 0,5cem (= 0,05 mg Bi) der Standardlésung, sind six 
gréBer, mu man mehr Standardlésung verwenden. 

Mu8 man die Bestimmung ohne Kolorimeter ausfiihren, so kam 
man eine Reihe von Standardlésungen mit steigenden Wismutmenge! 
herstellen, z. B. 0,05, 0.06, 0,07, 0,08, 0,09, 010mg Bi in 25 cc 
n Schwefelsaure (selbstverstandlich mit Zugabe von Jodid und Sulfit 


1 Erweist sich eine weitere Verdiinnung als notwendig, so werd 


noch Leem von den Reagenzien zugegeben und die Mischung auf 50 cc: 
mit Wasser verdiinnt. 














Tt nach 
ituge 


Lésung 





Bestimmung von Wismut im Harn. 6] 


durch einfachen Vergleich die unbekannte Wismutkonzentration 
\itteln. Bei Verwendung von Reagenzglisern gleichen Durchmessers 
it sich die Konzentration leicht auf wenige hundertstel Milligramme 
au feststellen. 

Bei allen diesen Messungen darf man nicht vergessen, daB die 
Siandardlésungen, auch wenn Sulfit verwendet wird, sich leicht oxy- 
lieren. Wie groB die Haltbarkeit ist, geht aus den obenstehenden 
Versuchen (Tabelle VII) hervor. Die Standardlésungen sind sofort 
wh der Herstellung, nach 4 Stunden und nach 24 Stunden bei 
\ufbewahrung im zerstreuten Tageslicht gemessen worden. 


Tabelle VII. 





mg Bi in 25cm 0,10 0,15 0,20 

( Sofort . . ol a 0.1399 0.2006 0.2687 
4 Stunden .... 0.1461 0.2005 0.2641 
las, ' ; 0.1147 0.1940 0.2396 


Unter Innehaltung dieser VorsichtsmaBregeln erhalt man gute 
esultate, die fiir die Praxis hinreichend genau sind. 


Herrn Dr. med. S. Lomholt méchten wir fiir seine freundlichen 


Ratschlage unseren besten Dank aussprechen. 








Biochemische Verinderungen im Organismus bei Ermiidung . 


I. Mitteilung: 
Untersuchungen an Hammerschmieden und Lehrern. 


Von 
Julie Hefter und Rahel Judelowitseh. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Obuch-Instituts fiir Gewerl 
krankheiten in Moskau.) 


(Eingegangen am 12, November 1927.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Das Ziel unserer vorliegenden Untersuchungen war die Auffindung 
objektiver, vom Willen des Menschen unabhangiger Merkmale, durch 
welche die Ermiidung gekennzeichnet wird. Zur Feststellung der 
Ermiidung muBte eine Methode herangezogen werden, bei deren An 
wendung eine Anhaufung der nach der Erholung nicht verschwindende: 
..Ermiidungsreste** verhindert werden konnte. In der Annahme. dal} 
bei dieser oder jener Arbeit der normale Chemismus des Stoffwechsels 
kaum verandert wird, richteten wir unsere Aufmerksamkeit auf di: 
Ermittlung der quantitativen. aber nicht der qualitativen Veranderungen 
im Organismus. Zu diesem Zwecke untersuchten wir das Blut, in dem 
wir die intermediiren Verainderungen des Stoffwechsels aufzufinden 
hofften. 

Samtliche Experimente wurden ausnahmslos an Menschen, div 
mit ihrer alltaglichen Arbeit beschaftigt waren, ausgefiihrt. Zuniichst 
wahlten wir zwei Gruppen zur Untersuchung aus: fiir die erste Grupy« 
kérperlich tatige Leute (Hammerschmiede), fiir die zweite geistig 
arbeitende Menschen (Lehrer). Es ist natiirlich unméglich, ausschlieBlic! 
kérperliche oder geistige Arbeit zu erhalten, aber es steht wohl fest 
daB bei den Hammerschmieden die geistige Arbeit sehr gering ist wid 
daB umgekehrt bei den Lehrern die Muskelanstrengung mit derjenige: 
der Hammerschmiede in keiner Weise zu vergleichen ist. 

Bei allen Versuchspersonen wurde das Blut zweimal am Tage untersucht 
einmal vor Beginn der Arbeit, und zwar vor dem Friihstiick, das zweite Ma 
nach der Arbeit, wobei alle dasselbe Friihstiick bekamen (ein Glas Tee un 
WeiBbrot). Die Blutentnahme fand mindestens 3 Stunden nach der Mahlz 
statt, und zwar wurde das Blut morgens im Bette nach absoluter Nachtru! 
und das zweite Mal in der Werkstiatte oder in der Schule unmittelbar nac! 
der Arbeit entnommen. 


' Vorgetragen von J. He/ter in der Moskauer medizinischen Gesellschaft 


im September 1926. 
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Im Blute wurde die Alkalireserve, Milchsaure, Phosphorsaure, Aceton 
schlieBlich der Acetessigsiure) und £-Oxybuttersiure bestimmt 
Im weiteren soll die Wahl gerade dieser Komponenten begriindet werden 

Man betrachtet die Ermiidung als Folge einer Gleichgewichts 
storung zwischen den Prozessen der Assimilation und Dissimilation 
somit tritt sie infolge einer Stérung im Stoffwechsel auf. Die Stoff.- 
wechselendprodukte reagieren bekanntlich sauer; wenn diese in die 
Blutbahn gelangen, so wird die aktuelle Reaktion des Blutes zwar nicht 
geandert, das Blut aber wird tatsachlich saurer, was sich in der Ver- 
minderung der Alkalireserve zu erkennen gibt. 

Es hat sich ergeben (Tabelle I, Abb. 1), daB bei den Hammer. 
schmieden die Alkalireserve des Blutes schon friihmorgens unterhalb 
ler Norm liegt, sie Andert sich wenig wahrend des Arbeitstages, so dal 


f 


man bei dieser Gruppe ,,Ermiidungsreste’’ in Form einer Acidose 
feststellen kann. Diese Erscheinung findet keinen Ausgleich nach 
nichtlicher Ruhe, es ist eine gewissermaBen ,,chronische’’ Acidose 

Es ist interessant, hier zu betonen, daB wir Arbeiter nach zehn- 
tagigem Aufenthalt im Sanatorium untersucht haben; sie traten mit 
niedrigem Alkalireservegehalt ein: bei der Mehrzahl stiegen dann bei 
der Erholung die Werte fiir die Alkalireserve an. (Tabelle IV, ‘Abb. 4) 

Bei dreistiindigem Verweilen in der Ruhe andert sich der Alkali- 
reservegehalt gar nicht. (Tabelle III, Abb. 3). 

Fernerhin wandten wir uns der Untersuchung der die Acidose 
hervorrufenden Stoffwechselprodukte zu. Die wichtigste Rolle spielt 
lie Milchsiure, der bei der Muskelkontraktion eine zentrale Bedeutung 
zukommt. Der Mechanismus dieses Prozesses wurde wihrend der 


etzten Jahre durch die hervorragenden Arbeiten von Embden', Hill 
ind vor allem Meyerhof* aufgeklart. Auf Grund dieser Arbeiten wissen 
wir, daB sich aus dem Glykogen das Lactacidogen — die Hexosephosphor- 
siure — bildet, die ihrerseits in Milchsiure und Phosphorsaure zerfallt 
Wahrend der Ruhe verlauft der ProzeB8 in umgekehrter Richtung 
Die Milchsiure, die sich im isolierten Muskel bildet, muB auch im 
Organismus bei Muskelarbeit entstehen. Wir bemiihten uns nun, die 
im Organismus itiberschiissig gebildete Milchsiure im Blute zu_be- 
stimmen und stellten uns die Frage, ob von deren Anwesenheit die 
Acidose bzw. der niedrige Gehalt der Alkalireserve bei den Hammer 
schmieden abhangig ist. Es hat sich ergeben, daB bei den Hammer- 
schmieden der Milchséuregehalt* friihmorgens normal ist (9 bis 11 mg-° 


' G. Embden, Bethes Handb. 1925, Bd. VIII (1). 

2 A.V. Hill, Ergebn. d. Physiol. 22, 1923. 

> O. Meyerhoj, Bethes Handb. 1925, Bd. VIII (1). 

4 Bestimmung nach Mendel und Goldscheider, diese Zeitschr 164, 


163, 1925. 
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s. Tabelle 1, Abb. 1). Als wir das Blut 10 Minuten nach Arbeitssc! 
entnahmen, war der Milchsauregehalt im Blute um ein geringes vermehrt 
(13 mg-°,). Erfolgte die Blutentnahme aber sofort nach der Arbeit 
d. h. einige Sekunden nach dem letzten Hammerschlag (der Arm wur«; 
im voraus zur Blutentnahme desinfiziert), so stieg die Menge der Milch 
saure betrachtlich, in einem Falle sogar bis zu 78,3 mg-°,.  Folglic! 
verschwindet die wahrend der Arbeit gebildete Milchsaure bereits jy 
Verlaufe von 10 Minuten fast vollstandig, die unmittelbar nach dey 
Arbeit im Blute zirkulierte. 

Zur Nachpriifung dieses Befundes ent nahmen wir bei vier Hammer 
schmieden das Blut sofort nach der Arbeit und nochmals nach 10 VV 
nuten!. Es konnte bestatigt werden, daB tatsichlich die Menge de 
Milchsiure im Laufe von 10 Minuten nach Beendigung der Arbeit } 
trachtlich abnimmt. 

Aus Obenerwahntem ist folgendes ersichtlich: Die Milchsiur 
wird bei Muskelarbeit in der Tat in gréBerem Umfange gebildet, dey 
Uberschu8 derselben wird aber aus dem Blute schnell entfernt, so dai 
demnach die Milchsiure nicht die Ursache einer dauernden Acidos: 
sein kann; sie kann ferner auch nicht als Kennzeichen der aufgetretenen 
Ermiidung dienen, da die vermehrte Menge der gebildeten Milchsaur: 
wahrend 10 Minuten aus dem Blute verschwindet. Es ist klar, daB dic 
Ermiidung im Laufe von 10 Minuten nicht abklingt. Die Milchsaur: 
kann auch nicht als MaBstab der Ermiidung dienen, aber sie kann den 
Zustand der Ermiidung hervorrufen, indem sie den kolloidalen Zustand 
der Muskeln verindert, was durch die Arbeiten von Embden und seiner 
Schiiler bewiesen worden ist. 

Da die Milchsiure bei unseren Untersuchungen nach 10 Minuten 
heinahe zur Norm zuriickkehrt und am nachsten Morgen nach der Arbeit 
normale Werte erreicht, so ist diese es nicht, welche die Abnahme det 
Alkalireserve verursacht. Das Lactacidogen zerfallt, wie bereits e1 
wahnt, bei der Arbeit in Milchsiure und Phosphorsiure*. In der Norm 
betragt die Menge der letzteren etwa 3 mg-°,. Beiden Hammerschmieden 
fanden wir vor der Arbeit Werte von 4,5 bis 6,3 mg-°%,, nach der Arbeit 
blieb die Menge unveraindert, unabhangig davon, ob wir das Blut 

sofort oder 10 Minuten nach ArbeitsschluB entnahmen. Somit ist bei 
den Hammerschmieden die Vermehrung der Phosphorsiure wie «ir 
Acidose eine chronische Erscheinung. Wahrend die Milchséure selu 
rasch aus dem Blute entfernt wird, zirkuliert die Phosphorsaure langer: 
Zeit in demselben. 


4 Vor Beginn der Arbeit untersuchten wir das Blut nicht, da eine cd) 
malige Blutentnahme aus der Armvene bei ein und derselben Versuc! 


person Schwierigkeiten bot. 
2 Bestimmung nach Bell und Doisy, Journ. of biol. Chem. 44, 55, 192' 
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Wir sahen oben, daB der Alkalireservegehalt nach langerem 
\ufenthalt im Sanatorium sich erhéht; zum Vergleich bestimmten 
wir nach zehntagiger Erholung den Phosphorsduregehalt im Blute. 
Gleichzeitig mit der Verminderung der Acidose fand auch eine Abnahme 
der Phosphorsaure statt (Tabelle IV, Abb. 4). 

Um méglichst vollstindig die Frage nach den Sauren, welche die 
\cidose verursachen kénnen, aufzuklaren, ermittelten wir die Menge 
der Acetessigsiure (zusammen mit Aceton bei der Destillation erhalten) 
ind B-Oxybuttersiure aus folgenden Griinden: Bei Muskelarbeit werden 
vorwiegend die Kohlehydrate verbraucht ; wir wollten nun entscheiden, 
ob diese erhéhte Inanspruchnahme der Kohlehydrate einen Einflub 
auf die Ketonkérper, die ja bekanntlich in engem Zusammenhang 
mit dem Zustand der Kohlehydrate im Organismus stehen, ausiibt. 
Es hat sich erwiesen, daB bei allen Hammerschmieden die Menge der 
Ketonkérper, die auch vorher erhéht war, nach der Arbeit gestiegen 
war, so daB diese demnach mit der chronischen Acidose in enger Be- 
ziehung stehen. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB sich bei schwerer kérper- 
licher Arbeit bei den Arbeitern ein Zustand dauernder Acidose ent- 
wickelt. Dieser ist von einer Erhéhung der Menge der Phosphorsaure 
und der Ketonkérper abhangig (vielleicht auch von andéren, noch 
nicht untersuchten Blutbestandteilen); allmahlich schwindet dieser 
Zustand nach Erholung, doch muB die Aussetzung der Arbeit von 
lingerer Dauer sein, da die Acidose von einem Tage zum anderen nach 
Nachtruhe nicht verschwindet. Die Milchsiure aber, die im Laufe der 
Arbeit steigt, verschwindet sehr schnell aus dem Blute. 


Zum Vergleich mit den Hammerschmieden fiihren wir die Unter- 
suchungen an, die wir bei Lehrern erhalten haben. Geistige Tatigkeit 
ist freilich auch eine schwere Arbeit, jedoch verschiedener Art. Nach 
dauernder geistiger Beschaftigung fiihlt sich der Mensch ebenso miide 
wie nach schwerer Muskelarbeit, aber bekanntlich ist die quantitative 
Beurteilung des Stoffwechsels mittels Gasanalyse in diesem Falle be- 
deutend schwerer. 

Wie bei den Hammerschmieden untersuchten wir bei den Lehrern 
den EinfluB der Arbeit auf den Zustand der Acidose mittels der Blut- 
untersuchung (Tabelle II, Abb. 2). Wahrend bei den Hammerschmieden 
die Alkalireserve dauernd niedrig bleibt, ist sie bei den Lehrern friih- 
morgens normal, sinkt aber zum SchluB des Arbeitstages, um am 
nachsten Mogen ihr friiheres Niveau zu erreichen. 

Die Menge der Milchséure ist vor und nach der Arbeit innerhalb 
der Norm, gleichgiiltig, ob wir das Blut sofort oder 10 bis 15 Minuten 
nach AbschluB der Arbeit entnehmen. 


Biochemische Zeitschrift Band 193 5 
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Die Menge der Phosphorséure ist bei den Lehrern erhéht, a}) 
nicht in dem Mabe, wie bei kérperlich arbeitenden Leuten: 4,35 dur, 
schnittlich statt 3 mg-°,, die wir in der Norm erhalten, und 5,7 mg 
bei den Hammerschmieden. Unter dem EinfluB der Arbeit beobachtet, 
wir immer einen Anstieg der Phosphorsiuremenge, was vielleicht «i 
voriibergehende Acidose verursacht. Woher stammt nun diese Phospho 


siure? Wir haben die Vermutung ausgesprochen, daB hier ein Zerfa|! 


der Phosphatide stattfindet. 

Wenn wir die Lehrer fiir 3 Stunden bei uns im Laboratorium 
Ruhe sitzen lieBen, blieb der Phosphorsaiuregehalt des Blutes unverandert 
(Tabelle III, Abb. 3). 

Der Gehalt an Ketonkérpern ist bei ihnen normal, die Art 
bringt keine Verainderungen mit sich. 

Auf solche Weise ist ersichtlich, dab die Arbeit bei Lehrern eis 
Veranderung der Alkalireserve und der Phosphorsiure des Blutes 
hervorruft, sie ibt dagegen keinen EinfluB auf die Menge der Milchsaur: 
und der Ketonkérper des Blutes aus. 

Wir beanspruchen freilich nicht, daB uns biochemische Unter 
suchungen eine absolute Vorstellung von dem Grade der Ermiidung ver 
mitteln, aber wir glauben doch, daB die Blutuntersuchung ein objektives 
Merkmal der vorhandenen Ermiidung darstellt, wahrend bei vielen der 
funktionellen Priifungen psychogene Faktoren eine groBe Rolle spielen 

Unsere Untersuchungen sind hiermit noch nicht abgeschlossen 
wir beabsichtigen, sie auf andere Arbeitsgruppen auszudehnen. Unsere 
Arbeit. unterscheidet sich insofern von den: iiblichen . Arbeiten iiber 
Ermiidung, als sie nichi an eigens zu diesem Zweck ausgewahitem 
Versuchsn.aterial, das ad hoc sich irgend einer Arbeit unterziehen muBt« 
ausgefiihrt wurde. Zur Untersuchung gelangten bei uns nur Leute, div 
unmittelbar in ihrem Beruf tatig waren, da es nicht gleichgiiltig ist, o} 

der Mensch an die entsprechende Beschaftigung gewéhnt ist, oder ob 
man ihn zum ersten Mal dieselbe verrichten laBt. 
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Abb. 1. Hammerschmiede. 
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Tabelle 


Hammerschmiede. 


by 





Viagk. | 22 


Vikol. || 26 
Schest. | 45 
Pom 33 
Kurot. 26 
Drosd. 48 


Schut 82 


Mak 38 
Suer 40 
Polun 40 
Ter 23 

Im 


33 


Ww 


Moks 


Mosch. | 31 


Per 23 


Alter 


Jahre 


Durchschn 


Jahre 


os 


Wie lange 


im 


Beruf 


tatig 


2 Jahre 


19 


~! 


10 


16 


31), 


it 


ae 


Jabre 


Alkalis Milch- 
reserve saure 
Vols®/, mg: 
50.6 13,15 
M4 150 
66 91 
42 110 
62 14,1 
587 141 
46.8 10.0 
43.9 500 
33,4 10,0 
318 65.0 
55.6 8,3 
38.7 783 
43.4 10.0 
39.8 45.0 
44.4 9,0 
463 63.2 
46.3 103 
373 553 
40,5 93 
38.7 58.0 
40.8 1038 
406 720 
48.2 103 
47 133 
60.8 
48.8 
11,7 
38.6 
93 
52,5 
9.5 
69.5 
10.5 


a 

Phosphor: tOxys 
saure Aceton buttersaure 
mgr” « myg- meg‘ 
6,2 6,6 
6.2 97 
6 6.9 
5.95 8.0 
58 10,4 25.0 
59 13,7 36.0 
5,1 10.0 30.0 
5,1 12.8 35.0 
+) 7.6 16.8 
49 85 16.0 
4.6 10.0 35.0 
46 15.0 37.0 
6.0 7.0 22 0 
59 85 287 
6,0 6.8 23.0 
61 9.0 240 
4.5 6.5 25.0 
44 98 29,7 
6.5 8.0 25.2 
6 95 29.8 
63 9.0 97.0 
6 110 310 
5,7 8,07 25.4 
5.6 10.5 29,7 
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Die gewohnlichen Zahlen bezeichnen die Werte vor der Arbeit, die fetten nach der Arbeit 
* Das Blut wurde vor der Arbeit nicht untersucht, da es Schwierigkeiten bot, dreimal am 
Tage Blut aus der Vene zu entnehmen. 
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Tabelle Il. 
Lehrer. 
Wie lange Alkali. Milchs Phosphors A cet. 
Name Alter im Berut reserve Saure saure Aceton essigsa 
tatig Vol.+®/9 mg mg- mg- mg 
eters 34 Jahre 16 Jahre 55.4 10 5.3 5.0 18 
37.6 10.1 60 48 192 
Chil a2 16 6. 65.3 11.1 5.3 4.4 17 
62,7 100 5.6 40 185.0 
Rind. 26 - Ss i 54.7 11.3 3.7 5.2 19.2 
46.9 11.6 62 5.0 187 
Kart _— = 12 50.0 10,0 6.5 4,7 1S 
40.0 103 70 50 19.0 
Sadow. 8 . 5S.1 12.0 D1 6.0 91 
3 11.8 5.1 59 192 
Sop ao . S$ . DS.7 10.8 3.2 5.5 20 
49.5 10.8 3.8 50 20.0 
Dobr. = Pe 44 60.0 10.0 3.0 5.0 19.0 
493 10.1 3.8 50 192 
Smirn 35 no . 50,7 11,2 3,7 55 18,0 
37.1 11? 47 5.6 18.1 
Malet. 40 , 20 50,0 10,3 3,8 4.8 2(),2 
44.0 10.4 45 47 203 
Kisi. 9 . 59.5 11.3 3.9 5,2 20,1 
42.3 112 44 52 19.8 
Im Durchschnitt 56,24 10,8 4.35 4.63 19,08 
44.97 10.75 511 5.02 17.13 


Die gewohnlichen Zahlen bezeichnen die Werte vor der Arbeit, die fetten nach der Arbeit 
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Tabe lle Ill. 


Ruheversuche. 





Wie lange Alkalie Milche Phosphor- tOxy- Be- 
ne Alter im Beruf reserve saure saure Aceton buttersaure merkungen 
tatig Vol. mgs mg+°/o mg- mgs 
Serg. 23 Jahre 2 Jahre 57.4 11.6 3.8 13 1S Nach 3Std 
Militar 57,5 12 3.8 12 20 
43 , 23 Jahre 52.6 10) 2,1 11,4 24 Nach 3 Std 
Lehrer 575 10 23 113 20 
@ 0 | 3Jahre 532 165 4.5 10,0 25 Nach 3Std 
Drechsler 541, 16 42 10.2 24 
} _— 15 Jahre 50,7 16 5.3 5.5 20 Nach 3 Std 
Lehrer wo 14 2 53 21 
Im Durchschnitt 53,5 13,0 3,92 9.97 21,7 
nO 122 3.87 97 213 








Abb. 3. In Ruhe. 


Tabelle IV. 


In Sanatorien. 





Wie lange Phos- 


m Beruf | Alkalie | phor. 
Name Alter  tiitig reserve et Bemerkungen a7 | 


Jabre Jahre Vol.c®/9 ‘mge' 







WS 40 


| 
Tscheck.|| 24 1!', 43,3 5,0 Nach 10Tagen | “+ 
578 46 | as 
Meschk. | 39 19 49.4 5,0 Nach 10Tagen a | 
55.9 47 | 
ke ; ; a : 3 ae 
Lip. 25 3 39,6 | 5.4 Nach 10 Tagen ie 
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—--Worma! @ fe Entr#t @ Noch Dloge 


Im Durchschnitt 41.1 5 
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AT 44 Abb. 4. In Sanatorien 











Spektrophotometrische Studien d 
iiber die beiden Komponenten des Farbstoffs Trypanblau. x 


\ 
(Zugleich ein Beitrag zur Adsorptionstheorie der Vitalfirbung.) ' 
Von 
N. Okuneff. 
(Aus dem Institut fiir Physik und Biophysik, Moskau.) 

T 
(Eingegangen am 24. November 1927.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 
¥ ’ ° . r . ah \ 

Uber das Schicksal der beiden Komponenten des Farbstoffs Trypan 

blau im tierischen Organismus sind wir relativ wenig unterrichtet 

Es wird ganz allgemein angenommen, dab ‘die leicht diffusible rot: 
Komponente den Kérper rasch verlaBt, die schwach oder gar nich ; 
diffusible blaue Komponenty aber von den Geweben zuriickgehalte: | 
wird. Daher die blaue Fairbung der Gewebe und die rote des Urins : 
nach der Einverleibung von an sich lila-violetten Trypanblaulésungen 
‘ 


(vgl. GroB', Méllendorff?, Schulemann*® u.a.). Nun kann aber das 
verschiedene Verhalten der beiden Komponenten von Trypanblau in 
Organismus auch von einem anderen Standpunkte aus betrachtet 
werden. 

Es wurde naémlich mehrmals beobachtet (Okunef/*, Seyderhelm w 


Lampe®, Krebs und Wittgenstein®), daB Trypanblau, im Blutplasma gelést 
nicht den violetten, wie in Aqua dest. bzw. Salzlésungen, sondern ein 








! Gross, Zieglers Beitr. z. prakt. Anat. u. allgem. Path. 51, 528, 191! 

2 Moéllendorff, Anat. Beihefte 53, 90, 1915/16; Deutsch. med. Woche: 
schrift Nr. 41, 1913. 

3 Schulemann, diese Zeitschr. 80, 1, 1917. 

* Okuneff, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 201, 579, 1923. 

5 Seyderhelm und Lampe, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk. 27 
245, 1925. 

® Krebs und Wittgenstein, Zeitschr. f. d. ges. experm. Med. 40, 615, 192" 
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blauen Farbenton zeigt. Da derselbe Farbenumschlag vom Lila ins 
iaue durch die einfache Zugabe von Gelatine oder HiihnereiweiB an 
sserigen Trypanblaulésungen erzielt werden kann (s. Okune/f/42), so 
yt der Gedanke nahe, daB auch im Blutplasma der blaue Farbenton 
n Trypanblau durch die Gegenwart der Plasmakolloide verursacht wird 
ul. Okuneff4s2). Der Mechanismus der Wirkung der Kolloide kénnte in 
er fiir die beiden Komponenten verschieden ausfallenden Adsorption 
stehen. Vor allem ist an die elektive Adsorption der blauen Komponente 
Kolloidpartikelchen zu denken. Denn die von mir angestellten Versuche 
Ikunef/*) zeigen, daB aus schwachen Farblésungen die blaue Komponente 
m Filtrierpapier sehr stark, die rote aber fast gar nicht adsorbiert wird. 


Da nun aber bis jetzt gar keine quantitativen Angaben betreffs 
der Adsorption der beiden Trypanblaukomponenten vorhanden sind, 
schien es mir interessant, mit Hilfe der exakten spektrophotometrischen 
Methodik die oben erwahnten Erscheinungen der elektiven Adsorption 
der blauen Trypanblaukomponente naher nachzuforschen 


Methodik. 


Fiir meine Versuche benutzte ich folgende Handelspriparate von 
Trypanblau: ,,Karl Hollborn“, ,,Héchst* Casella, ..V.F.L.“° und ,,May 
1. Backer“*. In wasserigen Lésungen dieser Farbstoffpraparate wurden 
mit Hilfe des Kdénig-Martens-Griinbaumschen Spektrophotometers die 
\bsorptionskonstanten fiir die sichtbaren Lichtstrahlen  verschiedener 
Wellenlange bestimmt. Die Berechnung der Absorptionskonstanten geschah 
nach der Formel: 
2(lgtga, lq tg a) 

“— 


wo k die Absorptionskonstante, c die Schichtdicke in Zentimetern, d die 
Konzentration des gelésten Farbstoffs in Gramm pro Liter, e die Neper- 
sche Zahl (= 2,71828...) und a@ und a, die beiden Drehungswinkel be 
deuten*, 5, Zur Isolierung der beiden Komponenten wurden geschnittene 
Filtrierpapierstreifen mit Farblésung begossen bzw. in letztere eingetaucht. 
\ls Regel erhielt ich beim Gebrauch geniigend verdiinnter Farblésungen 
(1: 10000 und verdiinnter) in solchen Fallen schon binnen der ersten 
24 Stunden die blaue Komponente fast total auf Papierstreifen adsorbiert, 
die rote dagegen in tiberwiegender Menge in der Lésung. Um quantitative 
Angaben betreffs der Adsorption der blauen Komponente zu erhalten, 
wurden die Farblésungen in verschiedenen Zeitperioden nach dem Ein 
tauchen der Papierstreifen spektrophotometriert. Desgleichen die heraus 


' Okuneff, Pfliigers Archiv f. d. ges. Physiol. 201, 579, 1923. 

2 Derselbe, diese Zeitschr. 168, 251, 1926. 

> An dieser Stelle méchte ich den betreffenden Firmen meinen Dank 
fiir die Bereitwilligkeit aussprechen, mit der sie mir Farbstoffpraparate 
fiir meine Untersuchungen zur Verfiigung stellten. 

* P. Lazarejf, Photochemie, Moskau 1922 (russ.). 

5 J. Plotnikow, Photochemische Versuchstechnik, 58.130 bis 141 


Leipzig, Akad. Verlag, 1912. 
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Falle wurde 


nicht 


Absorptionskonstante, sondern die Lichtintensitaét des reflektierten Lic! 


bestimmt. 


Die Berechnung geschah nach der Formel: J,: Jz 


t 


wod die Lichtintensitaét des Standardstreifens (weiBen), Jz die Lichtintens 
des blauen Papierstreifens und a den Drehungswinkel bedeutet (J, wu 


stets 1 gesetzt). 


A. 


Spektrophotometrische Untersuchungen wurden mit den wiasserig 
Trypanb 


Farblésungen 


ausgefiihrt. 


SchlieBlich 
suchungen von Trypanblaulésungen gemacht, die Gelatine (*/, 


wurden 


Eigene Untersuchungen. 


0 


spektrophotometrische Unt 


9) enthielt 


Lichtabsorption in wdsserigen Trypanblaulésungen. 


der 


1: 5000, 1: 10000, 


dargestellt. 


zentrationen 1 : 5000 bis 1: 100000 die GréBe ,,k 


vier genannten 
Zu Versuchen dienten 
1: 20000, 


1: 40000 und 


Lésungen von den 
100000. 


von der Konzentration véllig unabhangig bleibt. 


stirkere als 


l: 


5000 und schwachere als 


1: 100000 


Handelspraparate von 
Konzentration 
Die Hauptresulta' 
der gemachten Versuche sind zusammenfassend in den Tabellen I und | 
Die Zahlen der Tabelle I zeigen, daB in den Grenzen der Ko: 
** die Absorptionskonstant 
fii 


Ob dasselbe auch 
Konzentrationen 


Farblésung gilt, bleibt unentschieden, da leider solche Trypanblaulésuny 
aus rein technischen Griinden nicht spektrophotometriert wurden. 


Tabelle 


I. 





Wellen- 
lange 
uu 


449 
450 
460 
470 
480 
490 
500 
510 
520 
530 
540 
550 
560 
570 
580 
590 
600 
610 
620 
630 
640 
650 
660 
670 
680 
690 


Werte fiir die Absorptionskonstante (Trypanblau von ,Karl Hollborn”) 


1: 5000 


0,025 
0.054 
0,103 
0,142 
0,200 
0,251 
0,320 
0,390 
0,473 
0,554 
0,638 
0,740 
0,828 
0.885 
0,909 
0.888 
0,816 
0,720 
0,597 
0,471 
0,360 
0,270 
0,200 
0,146 
0,095 
0,050 


10000 


0,024 
0,053 
0.101 
6,140 
0,200 
0,252 
0,318 
0,390 
0,472 
0,551 
0,639 
0,737 
0,827 
O.884 
0,910 
0,889 
0.818 
0,722 
0,598 
0,472 
0,361 
0,272 
0,200 
0,145 
0.095 
0,050 


1 


20000 


0,024 
0,055 
0,102 
0,139 
0,200 
0,254 
0,319 
0,391 
0,469 
0,553 
0,640 
0,738 
0,829 
0.886 
0,911 
0,891 
0,819 
0,723 
0,600 
0,473 
0,362 
0,273 
0,201 
0,146 
0,096 
0,050 


40000 


0,025 
0.055 
0,100 
0.149 
0.200 
0,255 
0.320 
0,390 
0,470 
0,555 
0,640 
0,740 
0.830 
0.885 
0.910 
0.890 
0,820 
0,725 
0,600 
0,475 
0.360 
0,270 
0,200 
0,145 
0.095 
0,059 


1 


100.000 


0,026 
0.054 
0.101 
0.140 
0.291 
0.253 
0.318 
0.393 
0,471 
0,555 
0.641 
0.739 
0.828 
0.884 
0,911 
O.890 
0.820 
0,724 
0,601 
0,474 
0,361 
0.268 
0.200 
0.143 
0.094 
0.050 
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Die Lage des Absorptionsmaximums ist aus den Kurven der Abb. 1 


eicht zu bestimmen 





a 7 20 390 60 


Abb. !. 

Auf der Abszisse sind Wellenlangen der Strablen abgelegt, auf der Ordinate Werte fiir die Ab- 

sorptionskonstante. Kurve a Trypanblau .Kar!l Hollborn*, Kurve b = Trypanblau .May und 
Backer", beide in Lésung 1 : 40000. 


Wie es auch aus der violetten Farbe der Farbstofflésung zu er- 
warten war, fallt das Maximum auf das Gebiet der gelben Strahlen 
Die Zahlen der Tabelle I und II zeigen, daB die Absorptionskonstante 


Tabelle Il. 





Werte fur die Absorptionskonstante bei der Konzentration der Farbstoff- 


Wellenlange lésung | : 40000 


Trypanblau Trypanblau Tryparblau Trypanblau 
uu Karl Hollborn* ~Héchst* Casella , Coe ~May u. Backer 
440 0,025 0,024 0,025 0.021 
450 0.055 0,056 0,057 0,052 
460 0.100 0.100 0.101 0.092 
470 0,140 0,141 0,140 0,136 
480 0.200 0,201 0,202 0.187 
490 0.255 0,253 0,254 0,241 
500 0,320 0,319 0,321 0.302 
510 0,390 0.388 0.387 0.370 
520 0,470 0,471 0,472 0,450 
530 0.555 0,553 0,554 0,520 
540 0.640 0,639 0.640 0,605 
550 0,740 0,742 0,741 0,695 
560 0.830 0.831 0,832 0,785 
570 0.885 O.886 0.887 0,850 
580 0.910 0.910 O911 0.880 
590 0.890 0.890 0.892 0,850 
600 0,820 0.820 0.819 0.780 
610 0,725 0,724 0,724 0,680 
620 0,600 0.600 0.598 0.555 
630 0,475 0,474 0,473 0,432 
640 0.360 0,360 0.361 0,346 
650 0,270 0,271 0,272 0,265 
660 0.200 0.200 0.201 0.196 
670 0,145 0,146 0,147 0,141 
680 0,095 0.095 0,095 0.092 


690 0,050 0.050 0.050 0.046 
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den gréBten Wert im Gebiete der Strahlen von 580 bis 590 wu Wel 
lange hat. 


Es ist interessant, dab trotz des wahren Bestehens aus zwei K: 
ponenten, der Farbstoff Trypanblau doch nur ein einziges freilict 
sehr flaches Absorptionsmaximum zeigt. Es liegt der Gedank: 
nahe, daB in der wisserigen Farblésung die beiden Komponenten «; 


j 


Farbstoffs sehr innig miteinander verbunden sind, vielleicht sogar ; 

Molekiil bilden. Was endlich die Absorptionskonstanten der verschiedene) 
Handelspraparate von Trypanblau betrifft, so zeigen die Ziffern de 
Tabelle Il, daB die Unterschiede zwischen den Praparaten: ,,.Kar 
Hollborn’, ,,Hoechst** und ,,V. F. L.“ verschwindend klein sind wn 
héchstwahrscheinlich rein methodische Fehler darstellen. Entschiede: 
kleiner aber als bei den aufgezihiten Praparaten ist die Absorptions 
konstante des Praparates ,.May und Backer‘; dieses ist besonders gut 


auch auf der Abb. 1 zu sehen: Kurve b Trypanblau ,.May und 
Backer" ist tiberall unterhalb der Kurve a Trypanblau ,,Kar 
Hollborn**. Das Priiparat von ,,.May und Backer unterscheidet sic! 


von den drei ersteren auch in der Beziehung, daB es ein feines Pulver 
darstellt, waihrend die ersten drei grob gekérnt sind. 


B. Versuche tiber die Isolierung der beiden Komponenten 
des Farbstofis Trypanblau. 


Um die beiden Komponenten des Farbstoffs Trypenblau von 
einander zu isolieren, wurden in schwache (1: 20000 und 1: 40000 
Farblésungen Papierstreifen von Filtrierpapier auf verschiedene Zeit 
eingetaucht. Schon nach ein paar Stunden macht sich die elektiv: 
Adsorption’ der blauen Komponente kund: Die Papierstreifen erhalte 
eine blauliche, die Lésung iiber ihnen — eine rétliche Farbe. Dieser 
Farbenton verstarkt sich mit der Zeit, bis nach etwa 48 Stunden ein 
fast vollstandige Trennung der beiden Komponenten erzielt wird 
Dann erscheinen die Papierstreifen rein himmelblau, die Lésung tibe: 
ihnen kirschrot. Die spektrophotometrischen Untersuchungen wurde) 
sowohl mit der Lésung, als auch mit den Papierstreifen ausgefiibrt 
und zwar in verschiedenen Zeitintervallen nach dem Eintauchen de: 
Papierstreifen in die Farblésung. 


a) Spektrophotometrie der Farblésung. 


Die Resultate der hierzu gehérigen Versuche sind in der Tabelle |! 
wiedergegeben. Die dort angefiihrten Ziffern und besonders die hier 
gehérigen Kurven (Abb. 2) zeigen, daB das Eintauchen von Papierstreit: 
in die schwache Trypanblaulésung von zweierlei Erscheinungen begleit 
wird, 
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Tabelle 111. 





Werte fur die Absorptionskonstante der Trypanblaulésung (1 : 40000), 
in welche Streifen von Filtrierpapier eingetaucht sind 


Y Vellen- 
ange f 
! ,- nach nach nach nach nach 
nach dem 1 Stunde 3 Stunden 10 Stunden 24 Stunden | 48 Stunden 
brike tu Eintauchen 
440 0.025 0.015 0.010 0.0075 0,005 0,0025 
450 0.055 0.045 0,040 0.035 0.015 0.0050 
i. 460 0.100 0.080 0.070 0.065 0.040 0.0075 
cer 470 0.140 0,130 0,120 0,100 0.070 0,010 
\ ar 480 0.200 0.180 0.175 0.170 0.100 0,020 
ind 490 0.255 0,230 0,220 0.175 0,135 0,025 
de) 500 0,320 0.280 0.270 0.215 0.175 0.040 
ne 510 0.390 0.340 0,330 0,265 0.210 0.065 
> 520 0.470 0,405 0.390 0.315 0,265 0,090 
‘ 530 0,555 0.490 0,460 0.370 0.305 0,130 
"4 40 0.640 0.575 0.530 0,430 0.330 0,155 
ar an - in = qn — 
550 0.740 0,645 0,590 0,495 0,350 0,165 
on 560 0.830 0.700 0.630 0.505 0.355 0.160 
- 570 0,885 0,735 0,650 0,560 0,350 0,152 
580 0,910 0,740 0,650 0,545 0,345 0,140 
590 0,890 0,715 0,620 0,520 0,330 0,120 
600 0.820 0.660 0,555 0.480 0.315 0,090 
610 0,725 0,590 0.480 0,420 0.295 0,060 
620 0.600 0.500 0.400 0.355 0.270 0.040 
7 630 0.475 0.400 0,340 0,300 0.240 0,025 
) 640 0.360 0.315 0.280 0,245 0,210 0,015 
it 650 0,270 0.250 | 0.230 0,200 0.170 0.010 
' 660 0,200 0,190 0,175 0,150 0,130 0,0075 
670 0.145 0.130 0,125 0.110 0.090 0.0050 
680 0,095 0,085 0,080 0.075 0.050 0.0025 
690 0,050 0.040 0.035 0,035 0,020 0.0010 
ow. 
oS \ 
i i ge i a 
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Abb. 2 
Aut der Abszisse sind Wellenlangen der Strahlen abgelegt, auf der Ordinate Werte fiir die Ab- 
sorptionskonstante. Kurve I bedeutet die Verhiltnisse am Anfang des Versuchs, Kurve I! 
1 Stunde spiter, Kurve II] 3 Stunden spiter, Kurve [V 10 Stunden spiter, Kurve V 24 Stunden 
spater, Kurve VI 48 Stunden spiiter. Der Versuch bestand darin, dai in Trypanblaulosung 
(1 : 40000) Papierstreifen cingetaucht worden sind 
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Erstens macht sich ganz deutlich die Verminderung der Absorpti 
konstante kund. So haben wir fiir den Maximalwert der Absorpti: 
konstante 0,910 am Anfang des Versuchs, 0,740 nach 1 Stunde, 0,650 
nach 3 Stunden, 0,560 nach 10 Stunden, 0,355 nach 24 Stunden und end! 
0,165 nach 48 Stunden. Die Absorptionskonstante ist also binnen 48 Stund 
beinahe fiinfmal kleiner geworden. Zweitens tritt ganz deutlich vor 
Augen eine Verschiebung des Absorptionsmaximums nach links, in 
Gebiet der griinen Strahlen. So haben wir am Anfang des Versuchs 
Absorptionsmaximum im Gebiet der Strahlen von 580 bis 590 wu Wel 
lange, nach 1 Stunde 570 bis 580 yy, nach 3 Stunden 570 bis 580 py. 
nach 10 Stunden 570 yy, nach 24 Stunden 560 uy und endlich 
48 Stunden 550 wy, also schon im Gebiet der griinen Strahlen. 


Die spektrophotometrischen Untersuchungen zeigen also erstens 
daB die Trypanblaulésung infolge des Eintauchens von Papierstreife: 
immer armer an Farbstoff wird (progressive Verminderung der A} 
sorptionskonstante), und zweitens, daB der zuriickgebliebene Farbstoff 
nach seinem Absorptionsmaximum (im Gebiete der griinen Strahle1 
zu den roten Farbstoffen gehért. Beide Erscheinungen kénnen nu Auf 
dadurch erklart werden, daB das eingetauchte Papier die blaue Farbstoff ve 
komponente stark adsorbiert. 


osu 
DaB es sich dabei um echte Adsorption handelt, zeigt uns auch 


die Betracht ung der Kinetik der beiden oben angedeuteten Erscheinungen 
Die Kurven der Kinetik auf Abb. 3 zeigen, daB sowohl die progressiv: 


a 








OLE INRBDBUNTUBUWUER 


Abb. 3. 
Auf der Abszisse sind Stunden abgeiegt, auf der Ordinate Werte fiir die Absorptions- 
konstante (I) und fiir das Absorptionsmaximum (II ). 


Verminderung der Absorptionskonstante als auch die Verschiebuny 
des Absorptionsmaximums nach links nicht in gleichmaBbiger Ab 
hangigkeit von der Zeit sind, sondern am Anfang starker und spate 
schwacher ausgesprochen sind; die Kurven sind daher nicht gerac 
Linien, sondern gekriimmt. Dabei ist die Kurve fiir die Verschiebung 
des Absorptionsmaximums bei weitem nicht so typisch wie die Kurv: 
der Verminderung der Absorptionskonstante. Unten wird gezeigt 
daB diese Verschiedenheit wahrscheinlich nicht zufallig ist. 





hi 
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b) Spektrophotometrie der Papierstreifen. 


Die spektrophotometrischen Untersuchungen wurden mit noch 
sen Papierstreifen ausgefiihrt, da spezielle Versuche gezeigt haben, 
beim Austrocknen Anderungen in der Farbenintensitaét eintreten. 

Zur Entfernung der anhaftenden Farblésung wurden die Streifen in 
stilliertem Wasser mehrmals abgespiilt. Die Resultate der hierzu gehérigen 
Versuche sind in der Tabelle TV zusammengebracht. Die Ziffern dieser 
labelle, besonders aber die hierzu gehérigen Kurven in Abb. 4 zeigen 
z deutlich, daB der von den Papierstreifen adsorbierte Farbstoff zu 


— — “ng - r 
’ a 4 
é LS ~ = 
| (4 ge ge 
20 “ff ~ 
eng, ~ ie a /4 
‘ ¥ ase ~ “so 
~ 
a Mie = —— 
— i — 
- - - ~ ~ - es Pn ~ 
410 20 30 40 50 60 70 8 90 500 90 20 30 WO 50 60 70 80 9b W S& 
Abb. 4 


\uf der Abszisse sind Wellenlangen der Strahlen abgelegt, auf der Ordinate Lichtintensitaten 
ausfiihrlicher s. Text). Kurve |! 48 Stunden nach dem Eintauchen der Papierstreifen in die Farb- 
ésung, Kurve II = nach 24 Stunden, Kurve III nach 10 Stunden, Kurve IV = nach 3 Stunden 


Talk LE | Vy. 





. Werte fiir die Intensitat des von blauen Papierstreifen reflektierten Lichtes 
W ellenlange . 


nach 3 stiindig. nach 12stundig nach 24stundig nach 48 stiindig 
uu Liegen i. Farblos Liegen i. Farblés. Liegen i. Farblés. Liegen ‘i. Farblos 
420 1,085 1,110 1,145 1,180 
430 1.110 1,155 1,195 1,230 
440 1,120 1,185 1,220 1,260 
450 1,130 1,200 1,240 1,270 
460 1,125 1,195 1,255 1,270 
470 1,100 117% 1,220 1,260 
480 1.080 1.155 1.195 1,245 
490 1.060 1.130 1.170 1.225 
500 1.045 1.115 1,159 1,200 
510 1.030 1,095 1,130 1,170 
520 1,020 1,080 1,125 1,165 
530 1,015 1,070 1,100 1,150 
540 1.010 1.060 1.085 1.135 
5d0 1.005 1,045 1.075 1.110 
560 1.002 1.035 1.065 1.100 
570 1.001 1.030 1.060 1.090 
580 1.000 1.025 1.055 1.085 
599 1.020 1.045 1.080 
600 1.015 1.040 1.075 
610 1.010 1.035 1.070 
620 1,005 1,030 1,065 
630 1.002 1.025 1.060 
640 1.001 1.020 1.055 
650 1.000 1.015 1.045 
660 1.010 1.040 
670 1.005 1.035 


680 1.002 1,030 
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den blauen gehért: haben wir doch das Maximum der Lichtinten 
im Gebiet der Strahlen von 450 bis 460 uy Wellenlainge, also bla 
Ferner zeigen uns die Ziffern und die Kurven, daB die Intensitét der } 
der Papierstreifen mit der Zeit immer zunimmt. Die Kinetik dieses letzt: 
Prozesses wird durch die Kurve Abb. 5 wiedergegeben. Der typi 
Verlauf dieser Kurve laBt keinen Zweifel, daB wir es mit einem Adsorypt 


prozeB zu tun haben. \ 








03 6 9 12 15 8 21 44 2730 33 36 39 4245 @ 


Abb. 5. 
Auf der Abszisse sind Stunden abgelegt, auf der Ordinate Werte fiir die 
Lichtintensitaten (s. Text) 


Kin interessantes Resultat ergaben meine Versuche, die blaw 
Komponente aus den Papierstreifen wieder in die Lésung zu bringen 
wozu die blauen Papierstreifen fiir langere Zeit ins reine Wasser 
eingetaucht wurden. Nach 24 Stunden farbte sich namlich das Wasser 
iiber den blauen Papierstreifen nicht blau, sondern rosa, welcher letzter 
Farbenton nach 48 Stunden noch deutlicher zum Vorschein kan 
Dieser Versuch zeigt, daB aus der Farblésung vom Filtrierpapier nic! 
allein die blaue, sondern zum Teil auch die rote Komponente adsorbiert 
wird. Die Adsorption der blauen Komporiente ist aber um_ vieles 
stairker, als die der roten. Der negative Ausfall des Versuchs, die bla. 
Komponente aus den Papierstreifen mit Hilfe des Wassers zu extrahiere: 
kénnte vielleicht darin eine Erklarung finden, daB die blaue Kom 
ponente im adsorbierten Zustande mit praktisch ganz reinen 
Wasser in Gleichgewicht ist, wahrend fiir die rote Komponent: 
unter denselben Bedingungen noch kein Gleichgewicht eingetreten 
ist. Die blaue Komponente wird sozusagen ,,fester‘* adsorbiert als «is 
rote’. Der Umstand, daB aus der Trypanblaulésung beide Komponenten 
gleichzeitig adsorbiert werden, aber mit sehr verschiedener Stark 
kénnte vielleicht auch erkliren, weshalb von den beiden Kurven det 
Kinetik des Adsorptionsprozesses (Abb. 3) die Kurve der Verschiebung 
des Absorptionsmaximums bei weitem nicht so typisch ist, wie di 
Kurve der Verkleinerung der Absorptionskonstante: die einfacly 
funktionelle Abhangigkeit im letzten Falle wird im ersten Falle durc! 
die gleichzeitige, aber verschieden starke Adsorption der beiden Kon 
ponenten recht kompliziert. 


1 Vgl. Hober, Phys. Chem. d. Zelle u. Gewebe, 5. Aufl., S. 166; iib: 
die Reversibilitat der Adsorption. 
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Spektrophotometrie von Trypanblauldsungen mit der Beimenqung von 


Gelatine. 


Zur spektrophotometrischen Untersuchung dienten Farblésungen 
der Konzentration 1: 40000, zu deren Herstellung nicht reines 
Wasser, sondern 1/, ige wasserige Gelatine (Merck)-Lésung gebraucht 
vurde. Da bekanntlich Gelatine eine eigene schwach gelbe Farbe 
esitzt, waren spezielle Kontrollversuche mit der Spektrophotometrie 
ler 1/, igen wiisserigen Gelatinelésungen nétig. Die Resultate der Ver- 
che dieser Gruppe sind in Tabelle V zusammengestellt 


Tale lle V. 





Ww 0 ; 
Wellenlange erte fur die Absorptionskonstante 


Irypanblau i. wasseriger Trypanblau i. !|, °/oiger 1/, © oige Gelatine- 
uu Lésung | : 40000 Gelatinelosung | : 40000 losung 
440 0.025 0,140 0,000 
450 0.057 0.250 0.015 
460 0.101 0.410 0.051 
470 0.140 0,430 0.091 
480 0.202 0.390 0.052 
490 0,254 0.430 0.021 
500 0.321 0.480 0,019 
510 0.387 0.530 0.010 
520 0.472 0,595 0.009 
530 0.554 0.660 0.0D8 
540 0.640 0.735 0.007 
550 0.741 0.820 0.006 
560 0.832 0,920 0.005 
570 0.887 1.010 0.004 
580 0.911 1.070 0.003 
599 0.892 1.100 0,002 
600 6.819 1.080 0,000 
610 0.724 0.980 
620 0.598 O.850 
630 0.473 0.640 
640 0.301 0.460 
650 0,272 0,330 
660 0,201 0,220 
670 0.147 0,130 
680 G95 0.098 
690 0.059 0.067 


Die Ziffern dieser Tabelle, besonders aber die Kurven der Abb. 6 
zeigen, dab die Beimengung von Gelatine zur Trypanblaulésung gerade 
umgekehrt wirkt, als das Eintauchen von Filtrierpapierstreifen: es 
tritt naimlich eine VergréBerung der Absorptionskonstante ei (statt 
0.911 1,100) und zugleich eine Verschiebung des Absorptions- 
maximums nach rechts, in das Gebiet der gelbroten Strahlen (Wellen- 


linge 590 bis 600 uu). Dieser letztere Umstand gibt den quantitativen 
Ausdruck fiir den Farbenumschlag vom Lilavioletten ins Blaue, den 
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man schon mit bloBem Auge beobachten kann, wenn man zur schwa 
Trypanblaulésung Gelatine hinzufiigt (Okuneff!, Seyderhelm und Lamp. 
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Abb. 6 
Auf der Abszisse sind Wellenlingen abgelegt, auf der Ordinate Werte fiir die Absorpt 
konstanten. Kurve 1 = Trypanblaulésung (1 : 40000) in '/, °/oiger Gelatine, Kurve II 
Lésung von Gelatine 


Die zweite kleine Welle der Absorptionskurve im Gebiete des 
linken Teils des Spektrums ist durch die Kigenfarbe der Gelatine bedingt 
wie es der spezielle Versuch mit der Spektrophotometrie der 1/ 
Gelatinelésung zeigt (vgl. Kurve a und b der Abb. 6). 


a /olgel 


Besprechung der Versuche und Zusammenfassung. 

Vom physikalischen Standpunkte aus sind die gemachten Beob 
achtungen schon deswegen interessant, weil die Lichtabsorption in 
Tyrpanblaulésungen soviel wie gar nicht studiert worden ist. So fehlen 
z. B. in dem groBen Spezialwerk von Formanek und Knop*® Angaben 
betreffs Trypanblau vollstandig. 

Die yon mir gemachten Beobachtungen betreffs der Lichtabsorpt ion 
in Trypanblaulésungen mit verschiedenem Gehalt an beiden Kon 
ponenten sind aber auch vom anderen Standpunkte aus interessant 
Wie es oben in der Einleitung gezeigt worden ist, liegt der Gedank« 
nahe, daB das verschiedene Verhalten der beiden Trypanblau 
komponenten im tierischen Organismus nicht allein durch ihre ver 
schiedene Diffusionsfihigkeit, sondern auch durch ihre verschiede 
ausgedriickten Eigenschaften, von Eiweibstoffen adsorbiert zu werden, 
erklart werden kann. So plausibel auch eine solche Annahm« 


1 Okunef/, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 201, 579, 1923. 

2 Seyderhelm und Lampe, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk. 27 
245, 1925. 

3 Formanek und Knop, Untersuchung und Nachweis organisc! 
Farbstoffe auf spektroskopischem Wege, Teil IT, Lief. 1. Berlin, J. Spring 
1913. 
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scheint, wird ihre Wahrscheinlichkeit dadurch vermindert, dab bis 
jetzt gar keine quantitativen Angaben betreffs der Adsorption der 
beiden Trypanblaukomponenten von mir in der Literatur gefunden 
werden konnten. Die oben angefiihrten Versuche zeigen nun ganz 
deutlich, daB von den beiden Komponenten des Farbstoffs Trypanblau 
die blaue Komponente bedeutend starker als die rote vom Filtrierpapier 
alsorbiert wird. Dieser Unterschied konnte namlich auf spektrophoto- 
metrischem Wege auch quantitativ verfolgt werden: das Eintauchen 
von Filtrierpapierstreifen in die Farblésung verursacht neben einer 
Verminderung der Absorptionskonstante auch eine deutliche Ver- 
schiebung des Absorptionsmaximums nach links, was einen Farben- 
unschlag der Lésung von Lila ins Rote bedeutet. Andererseits zeigt 
die spektrophotometrische Untersuchung der Papierstreifen, die in 
der Farbenlésung lagen, daB sie von rein blauer Farbe sind. Es ist 
interessant, daB diese Erscheinungen nur mit eventuell sehr schwachen 
Trypenblaulésungen erzielt werden kénnen (vgl. Okune/f?). 

Dieser Umstand sowie die naihere Betrachtung der Kinetik des 
Prozesses (s. oben) laBt keinen Zweifel, daB wir es hier mit echten 
Adsorptionserscheinungen zu tun haben. 

Nun ist schwer denkbar, daB diese verschiedene Adsorbierbarkeit 
der beiden Komponenten des Farbstoffs Trypanblau bei der Passage 
des Farbstoffs durch den tierischen Organismus ohne Bedeutung bliebe. 
Wahrscheinlicher ist der Gedanke, dab die Eiweifstoffe des tierischen 
Kérpers dieselbe Rolle wie die Papierstreifen in meinem Versuche spielen, 
d.h. die blaue Komponente stark adsorbieren und festhalten. Zeigen 
doch die Farbenniederschlage im tierischen Organismus sowohl in den 
Zellen als auch auf der interzellularen Substanz ausnahmslos einen 
blauen Farbenion, obgleich die zur Einfiihrung kommenden Lésungen 
lila-violett sind, d.h. beide Komponenten enthalten. 

Wenn Zell-Eiweibstoffe die blaue Komponente des Farbstoffs 
Trypanblau zu adsorbieren imstande sind, kann man dieselbe Fahigkeit 
auch von den Eiweibstoffen der tierischen Fliissigkeiten erwarten 
Sehr plausibel erscheint nun der Gedanke, daB der durch Beimengung 
von Gelatine, HiihnereiweiB und Plasmakolloide verursachte Farben 
umschlag von Trypanblaulésungen vom Lilavioletten ins Blaue (von 
mir zuerst beobachtete? und spiter von Seyderhelm und Lampe* und 
von Krebs und Wittgenstein* bestitigte Erscheinung) gerade auf dic 
Adsorption der blauen Komponente durch Kolloidteilchen zuriickzufiihren 

‘ Ukunejj, diese Zeitschr. 168, 251, 1926. 

2 Derselbe, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 207, 579, 1923. 

> Seyderhelm und Lampe, Ergebn. f. inn. Med. u. Kinderheilk. 27, 
245, 1925. 

‘ Krebs und Wittgenstein, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 40, 615, 1926. 


Biochemische Zeitschrift Band 193. 6 








82 N. Okuneft : 


ist. Denn Gelatine in Gelform adsorbiert den Farbstoff Trypan!)|ay 
ganz deutlich, wie es vor kurzem spezielle Diffusionsversuche (s. Okune//') 
nachwiesen. Ferner verursacht der Zusatz von Gelatine und dergleic} 
zur isolierten roten Komponente keinen Farbenumschlag ins Blai 
(vgl. Okuneff'). Andererseits verliert die Trypanblaulésung mit Zusatz 
von Hiihnereiweif ihre rein blaue Farbung und wird rosaviolett, wen 
das Eiwei8 durch Erwarmen zur Ausflockung gebracht wird (ebend 
denn die Kolloidteilchen, welche die blaue Komponente adsorbiert 
haben, verursachen nur dann eine Blaufarbung der Fliissigkeit, wem 
sie gleichmaBig im ganzen Fliissigkeitsvolumen verteilt sind. Falle 
sie nun zu Boden, wie es bei der Ausflockung geschieht, so bleibt ober 
in der Lésung die rote Komponente. Dasselbe hat man ja auch in 
Versuch mit den Papierstreifen: nur dann erscheint ein Kolben n 
Trypanblaulésung und Papierstreifen blau, wenn letztere das ganz 
Fliissigkeitsvolumen einnehmen, z. B. nach Schiitteln. Sinken sie abe 
zu Boden, so erhalt die Fliissigkeit oberhalb derselben die rétlich: 
Farbe der nicht adsorbierten roten Komponente?. 


Die kolloidale Natur des Farbstoffs Trypanblau erlaubt aber nicht 
sich nur mit den oben angefiihrten Erklarungen zu begniigen. Denn dix 
Lichtabsorption in Kolloidlésungen wird unabhangig von ihrer Farbe iy 
bedeutender Weise auch von ihrer Dispersitaét beeinfluBt. Die von mi 
erhaltenen Resultate kann man daher von einem anderen Standpunkt aus 
betrachten. Man kénnte sich namlich vorstellen, daB die Anderungen der 
Lichtabsorption nach dem Eintauchen von Papierstreifen in die Trypanblau 
lésung dadurch hervorgerufen werden, da8 vom Filtrierpapier nur Farbstoft 
teilchen von bestimmter GréBe adsorbiert werden, weshalb der Dispersitat- 
grad des Farbstoffs in der Lésung eine Veraénderung erleidet. Diese Vor- 
stellung setzt also voraus, daB die Trypanblaulésung verschieden groli: 
Teilchen besitzt (Biltz*), und daB durch die elektive Adsorption von Teilche 
bestimmter GréBe primire Anderungen des Dispersitaétsgrades des Farbst of! 
in der Lésung eintreten. Wir kénnen aber diese Vorstellung mit der obe: 
angeftihrten sehr gut vereinigen, wenn wir nur annehmen, daB die ver 
schieden groBen Farbstoffteilchen, die verschieden adsorbiert werde: 
zugleich verschiedene Farbe besitzen. Eine solche Annahme ist aber vol! 
stiindig berechtigt, denn spezielle Diffusionsversuche (vgl. Mdllendor//*, 
Okuneff') haben nachgewiesen, daB tatsichlich die rote Komponent 


1 Okuneff, diese Zeitschr. 168, 251, 1926. 

2 Nach Seyderhelm und Lampe (Il. c.) gilt die Regel, daB ,,bei Lésw 
eines kolloidalen Farbstoffs in einem kolloidalen Medium ein andere) 
Farbenton zu erwarten ist, als bei der Lésung des betieffenden Farbstoft 
in Wasser oder Elektrolytlésung. — Insofern es sich um Farbstoffe » 
mehreren Komponenten handelt, diirfte diese Regel wahrscheinlich a 
verschieden ausfallender Adsorption der beiden Farbstoffkomponent: 
beruhen. 

8 Biltz, Zeitschr. f. phys. Chem. 77, 1911. 

* Mollendorff, Anatom. Beihefte 58, 90, 1915/16. 
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d die blaue des Farbstoffs Trypanblau aus verschieden groBen Teilchen 
ffl stehen. 
he Meine vor kurzem veréffentlichten Versuche betreffs der starken 
aie Kapillaraktivitat des Farbstoffs Trypanblau an den Grenzflichen 
at Z Wasser-Lipoid bzw. Lipoidléser, fiihrten mich zu dem SchluB, daB einige 
ny irscheinungen der Vitalfarbung, so z. B. die Vitalfarbung mit Trypan- 
d blau, als Adsorptionserscheinungen betrachtet werden kénnen! In 
ert der fast gleichzeitig erschienenen Arbeit kommen Krebs und Nach 
nm mansohn® zu dem SchlubB, dab ein weitgehender Parallelismus besteht 
ley zwischen Vitalfarbungsvermégen der Farbstoffe und ihrer Adsorbierbar- 

keit durch Kaolin. Solche SchluBfolgerung steht im guten Einklang 
n mit meiner oben angefiihrten Annahme, zumal da ich selber noch friiher® 
mit die Adsorption der blauen Komponente von Trypanblau durch den 
ze kolloidalen Niederschlag von Al(OH), beobachten konnte. Die in 
eT dieser Arbeit beschriebenen Versuche geben einen neuen Beweis der 
he groBen Rolle, welche im ProzeB der Vitalfarbung mit Trypanblau 

den Adsorptionserscheinungen gebiihrt. Hs zeichnet sich ndmlich gerade 
diejenige Komponente des Farbstoffs Trypanblau durch thre stark aus 
Lie gesprochene Fahigkeit, durch Cellulose und Gelatine gierig adsorbiert zu 
uN werden, aus. die auch von den Zellen bzw. der interzelluldiren Substanz 
intra vitam vorzugsweise aufgenommen wird. 
= Kinige zwar bisweilen wenige Grundlagen zum Aufbau 
ju einer Adsorptionstheorie der Vitalfarbung gibt es heutzutage doch 
vel. Héber*) 

SchluBfolgerungen. 

se 1. Der Farbstoff Trypanblau zeigt in wasserigen Lésungen eine 
Lichtabsorption, die durch eine bestimmte GréBe der Absorptions 
konstante (max. 0.911) und durch eine bestimmte Lage des 
Absorptionsmaximums (580 bis 590 uu) charakterisiert wird 
Ny 2. Wahrend die GréBe der Absorptionskonstante von der Konzen- 
; tration der Lésung in gewissen Grenzen (1: 5000 bis 1: L00000) un- 
abhangig ist, kénnen verschiedene Handelspraparate von Trypanblau 
verschiedene Absorptionskonstanten aufweisen. 

3. Wenn man in schwache Trypanblaulésung Filtrierpapierstreifen 
eintaucht, fairbt sich allmahlich die Lésung rot, die Papierstreifen blau 
Spektrophotometrische Untersuchungen der Lésung zeigen eine pro 
gressive Verminderung der Absorptionskonstante und eine Verschiebung 
des Absorptionsmaximums nach links, entsprechend dem Farben 


' Okuneff, diese Zeitschr. 187, 37, 1927. 

2 Krebs und Nachmansohn, ebendaselbst 186, 4 
> Okunefi, ebendaselbst 168, 251, 1926. 

4 Hoéber, Physik. Chemie d. Zelle u. Gewebe, 5. Aufl., 1924. 5S. 533, 
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umschlag. Dasselbe mutatis mutandis gilt auch fiir die in «i 
Lésung eingetauchten Papierstreifen. 

4. Die nahere Betrachtung der Kinetik der Verminderung 
Absorptionskonstante, der Verschiebung des Absorptionsmaximums 
und des Blauwerdens der Papierstreifen zeigt, daB alle diese |; 
scheinungen eine an Adsorption erinnernde Abhiangigkeit von der 
Zeit zeigen. 

5. AuBer der blauen Komponente wird vom Filtrierpapier in sehr 
kleinen Mengen auch die rote Komponente adsorbiert. 

6. Die Adsorptionsverbindung der blauen Komponente mit Filtric: 
papier ist bedeutend fester als die der roten 

7. Spektrophotometrische Untersuchungen der Trypanblaulésunge: 
mit Zusatz von Gelatine zeigen, daB im Vergleich zu den einfache: 
wisserigen Trypanblaulésungen ihre Absorptionskonstante  gréber 
ist und ihr Absorptionsmaximum nach rechts verschoben ist, entsprechend 
dem Farbenumschlag ins Blaue. 

8. Der Farbenumschlag ins Blaue in Trypanblaulésungen nach 
der Beimengung von Gelatine, Eiweib, Plasmakolloide und anderet 
kolloidalen Substanzen kann durch die elektive Adsorption der blauen 
Komponente an Kolloidteilchen erklart werden. 

9. Die gemachten Beobachtungen zeigen, daB das verschieden 
Schicksal im Organismus der beiden Komponenten von Trypanblau 
nicht nur durch ihre verschiedene Diffusibilitat, sondern auch durch 
ihre verschiedene Adsorbierbarkeit an Eiweibstoffen bedingt werden 
kann. 

10. Die gemachten Beobachtungen kénnen von Bedeutung sei 
fiir das Aufbauen einer Adsorptionstheorie der Vitalfarbung. 


Herrn Prof. Dr. P. Lazareff, Direktor des Instituts fiir Physik 
und Biophysik in Moskau, in dem meine Arbeit ausgefiihrt wurde. bi: 
ich fiir die Uberlassung aller nétigen- Hilfsmittel und sein standiges 


Interesse fiir meine Arbeit zu aufrichtigem Danke verpflichtet. Herrn 
Prof. Dr. A. Predwoditelew bin ich fiir wertvollste Ratschlage und fii 
giitige Durchsicht des Manuskriptes zu besonderem Danke verpflichtet 
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(‘ber die Oxydation der Wachse durch Mikroorganismen. 
Von 
W. 0. Tausson. 
Aus dem Timiriasew-Forschungsinstitut in Moskau 
(Eingegangen am 28. November 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Einleitung. 


Beim Studium der Oxydation des Paraffins durch Mikroorganismen! 


insbesondere durch den Schimmelpilz Aspergillus flavus*, gelangten 
wir auf Grund einer ganzen Reihe von Hinweisen zu dem Schlub, dab 
sich dieser UmwandlungsprozeB des Paraffins wahrscheinlich unter 
Bildung von Estern (héherer Fettsiuren und Alkohole) als Zwischen- 
produkten abspielt. In engem Zusammenhang mit dieser Annahme 
steht die Frage nach der Fahigkeit der Mikroorganismen, sowohl Wachse 
und Pflanzenfette als auch ¢ierische Fette zu oxydieren. Von erhéhtem 
Interesse war es, die Oxydation der Wachse zu untersuchen, daher 
soll diesem Gegenstand in der vorliegenden Mitteilung besondere Auf 
merksamkeit geschenkt werden. Unsere Absicht war, festzustellen 
in welcher Weise Aspergillus flavus auf verschiedene Ester (Wachse 
tierischer und pflanzlicher Herkunft sowie einige natiirliche und 
synthetische Neutralfette) einwirkt °. 


Il. Experimenteller Teil. 


Orientierende Versuche hatten ergeben, daB bei der Ziichtung von 
\spergillus flavus in Reinkultur in einer mineralischen Nahriésung*, die 


' Die Literaturangaben sind am SchluB der Arbeit zusammengestellt. 

2 W.O. Tausson, diese Zeitschr. 155, 356, 1925. 

% Das Verhalten des Aspergillus flavus gegeniiber Glycerin ist in 
einer friiheren Arbeit (1. c.) gepriift worden. 

4 Zusammensetzung s. 8S. 86. 
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als einzige Kohlenstoffquelle Bienenwachs enthielt, eine Entwicklung 
Pilzes stets auf Kosten des Wachses stattfand !. 


Das Entwicklungsbild des Aspergillus flavus auf dem Wachs unt 
scheidet sich nur wenig von demjenigen auf Paraffin. 


4 bis 5 Tage nach der Beimpfung war die Lésung hellgelb gefariy 
an der Oberfiache bildete das gelbliche, die Wachspartikelchen umbhiillend 
Mycel eine fast zusammenhingende Schicht, die in die Lésung Hyplhy 
abgab. Bei weiterem Wachstum erhielt die durchsichtig bleibende Fliissi 
keit allmahlich eine Orangefairbung und wurde schlieBlich braunrot. Da 
die Wachsspainchen von allen Seiten umbhiillende und durchsprieBend 
Mvycel wurde dichter und bildete mit den Wachsbestandteilen eine ei 
heitliche Masse. 


Nach 10 bis 12 Tagen begann die Bildung der Conidien; von d: 
Wanden des Kolbens anfangend, verbreiteten sie sich alsdann itiber di: 
gesamte Oberfliche der Lésung. AuBerliche Verainderungen des Wachse- 
(Triibung, Benetzbarkeit, Briichigkeit usw.) traten 6 bis 7 Tage nach de: 
Aussaat auf und verstarkten sich mit der fortschreitenden Entwicklung 
des Pilzes. Am Boden des Kolbens konnte immer ein kleiner flockige: 
Niederschlag von dunkelbrauner Farbung beobachtet werden. 


Die Fahigkeit des Aspergillus flavus, Bienenhonig als Kohlenstoft 


quelle auszunutzen, veranlaBte uns, diesen OxydationsprozeB néher zu e 
erforschen und quantitative Versuchsserien sowohl mit Wachsen und ti 
Fetten, als auch mit einigen Bestandteilen derselben auszufiihren. w 
Die Versuchsreihe IT, die sich in Ta und Ib gliederte, wurde in folgende: r 
Weise angesetzt: 
W 
Ndhrlésung: “ 
» 
a) Ca(NO,), . . <a ee ‘A 
KNO,. . Jeet SOS Zee (| 
MgSO, . . : Panis ae 0 
ns Fa gene @ ~~) ee . 
Aqua dest.. . , . .... . bis 2500 ccm . 
b) KH,PO, + K,HPO, (1:1). . . 0,75¢ . 
Aqua dest.. PS rwreoeer ee hlUlLSlUlUC UO 
Die Lésungen a und b wurden jede fiir sich im Autoklaven sterilisiert : 
und nach dem Abkiihlen im Verhaltnis 5:1 vermischt. Das pq des Nahr } 
mediums war gleich 6.3. 
1 Wurde die Nahrlésung, der Wachs zugefiigt war, mit verschiedenen 
Bodenproben (Waldboden und Erdéldistriktbéden) beimpft, so lie sich 
stets die Entwicklung einer ganzen Reihe von Mikroorganismen (Bakterier ( 
und Schimmelpilzen) feststellen. Im vorliegenden Falle fand das Wachstum ( 
sowohl auf Bienenwachs, als auch auf Carnaubawachs statt. Hieraus | 
geht hervor, daB die Oxydation der Wachse durch Mikroorganismen einen 
sehr verbreiteten Vorgang in der Natur darstellt und daB an diesem Prozel} 
zahlreiche Bakterien teilhaben. 
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Oxydation der Wachse durch Mikroorganismen. Si 


Kohlenstoffquellen : 

Reihe Ta. (Wachse und natiirliche Fette.) 
1. Bienenwachs 1 (Wachs gelb, D. A. B. 5), Kahlbawmn. 
2. Bienenwachs I1'. 
3. Carnaubawachs, Kahlbaum. 
4. Japanwachs, Kahlbaum. 
5. Kakaobutter (D. A. B. 5), Kahlbaum. 
6. Kokosél, Kahlbaum. 
7. Paraffin (Schmelzpunkt 78°), Merck als Kontrolle. 


Reihe Ib. (Fettsiiuren, héhere Alkohole und synthetische Fette.) 


1. Oleinséure, Kahlbaum. 

2. Stearinséure, Kahlbaum. 

3. Palmitinsiure, Kahlbaum. 

4. Cetylalkohol, Kahlbaum. 

5. Tristearin, Kahlbaum. 

6. Tripalmitin, Kahlbawm. 

7. Paraffin, wie in Reihe la als Kontrolle. 


Alle e. wihnten Stoffe wurden im Kochschen Sterilisator an 3 Tagen 
jeweils 40 Minuten sterilisiert. Durch ein derartiges Vorgehen sollte eine 
tiefergehende Hydrolyse der angewandten Fette und Wachse vermieden 
werden. Alle diese Fettstoffe wurden in die Kulturkolben in Form steri! 
zubereiteter Spanchen gebracht, mit Ausnahme des Kokoséls und der 
Oleinsiure, die in diinner Schicht auf die Oberflache der Lésung gegossen 
wurden. Die Herstellung der Spaénchen* aus Bienenwachs mu unter 
standiger Kiihlung (mit Eis) vorgenommen werden, um ihr Zusammen- 
ballen zu Kliimpchen zu vermeiden. Die Zerkleinerung des Carnauba- 
wachses lieB sich bequemer bei etwas hé’erer Temperatur vornehmen 
(bei 50 bis 60°). Die Bearbeitung des iibr.zen Materials gelang sehr gut 
bei Zimmertemperatur. 

Die Ziichtung der Kulturen erfolgte in .,Winogradsky‘‘-Kolben von 
250 ecem Inhalt, die 90 cem Nahrfliissigkeit enthielten, bei 27 bis 28°C 
wahrend eines Zeitraums von 10 Wochen. Die Versuchsbedingungen 
und Resultate der ersten Versuchsreihe sind in TabelleI (s. 8. 88) zu 
sammengefaBt . 

Die Entwicklung des Aspergillus flavus auf allen zu den Versuchen 
verwandten Substanzen unterschied sich im allgemeinen nicht von der- 
jenigen dieses Pilzes auf Paraffin und Wachs. Nur in vereinzelten Fallen 


1 Erhalten von einer Bauernbienenzucht des Dorfes Perchuschkowo 
Moskauer Gouvernement) aus Honigscheiben (frei von kiinstlichen Waben). 
Nach 6fterem Durchwaschen mit heiBem Wasser und Umschmelzen (zwecks 
Entfernung von Zucker) wurde das so gewonnene Wachs durch ein Leintuch 
durchgelassen und zweimal durch Papierfilter filtriert. Darauf wurde 
das Wachs zweimal in Wasser und schlieBlich noch auf dem Wasserbade 


ohne Wasser geschmolzen. 
2 Uber das Verfahren zur Bereitung steriler Spénchen und iiber dic 
Methodik der Mengenbestimmung des durch Aspergillus flavus ausgenutzten, 


in der Kultur vorhandenen Materials s. Anmerkung 2 auf 8. 85. 
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Mengen der Nabrstoffe z eo Be & 
=o — < 
Nahrstoffe verbrannt =3 a5 |330 S$¢ 
Koblenstoft cso p< «6See (Ee 
ohlenstoms , z= = Seco = 
Nr quelle Anges Zuriick- 2, 2. BEA FE 
wandt bleiben mg Os “3s §&& ce 
s c a° a — 
tk - 
mg mg mg mg mg c ™~ 


L | paraffin (780) | 3480.5 2363.0 1117.5 32,1 546.6 3,9 5436 48.6 
fas | 3706.5 2539.8 1175.7 31.7 5792 29 5763 49.0 73 
1 | Bienenwachs I | 1851.5 1052.3) 799,2 43,2 372.7 18,1 354.6 44.4 7.2 
4 | | 1872.8 1086.2 786.6 42.0 3624 164 346.0 440 7 
5) i! 3485.0 2518.8 966.2 27.7 324.7 16.6 308.1 31.9 

6 | | 2585.8 1647.3 938.5 36.3 325.8 15.2 310.6 33.1 72 
7 | | 3903.7 : — 5 
8 i arnaubawachs | 9733.0 = 59 
9 y, she | 3188.0 2249.4 947.6 29.7 461,8 20.9 440.9 46,5 6,7 
19 fj Vepamwachs | 3518.8 2592.0) 926.8 26.3 437.8 174 4204 454 65 
11 | Kakaobutter | 3265.2 2113,8 1151.4 35,3) 512.0 23.2 4888 425 | 
oe | 4200.0 3089,6 11104 26.4 504.0 206 4834 43.5 ¢ 
13) Kokosst | 8766,6  — — 488.4 22,0 4664 7 
14 | | 4404.0 430.0 17.3 412.7 7 
15 | Paraffin (78 | 3159.8 2953.8 1106.0 35,0 5418 28 539.0 48.7 7.3 
anaes | 3982.0 2765.6 12164 30.5 6425 42 6383 52.5 73 
17 |) a 3365.8 . — 32.0 19.0 283.0 5.9 
18 | | 4024.6 , 375.6 22.6 353.0 5.9 
an 2. | 2763.0 1762.7) 1060.3 38.4 589.7 40.6 549.1 518 65 
an ; Stearinsaure | 36970 2538.9! 1968.1 29.6 565.9 388 5271 493 63 
21) Pal | 3613,6 2645.1 968.5 26,2 531.4 38.1 4933 59.9 67 
22 ; ‘Mmitinsaure | 3666.8 2793.3. 873.5 23.8 489.0 349 454.1 52.0 66 
23 | Cetylalkoho! | 36225 2905.4 717.1 19,8 .223,7 3,0 229.7 308 78 
24, ‘Oryiegono" | 3655.8 2870.7 685.1 19.3 1993 24 1969 287 78 
5 | Fdtensin { 3072.6 2497.0) 575.6 18.7 2674 124 255.0 443 78 
26 | ; | 4287.5 3673.7 6138 143 266.1 13.0 25381 412 7.9 
27 || rripel | 1655.4 1130.5 524.9 31,7 238.9 104 2285 43.5 7.8 
28 | ‘paimitin | 5024.0 4367.5 656.5 13.1 278.0 19.2 2588 394 7.6 


(bei Fettséuren) wies die Nahrlésung eine etwas andere Farbung auf (gelb 
oder griingelb). Dieses Verhalten kénnte zum Teil wenigstens auch au! 
der Verschiedenheit des pg in den verwendeten Lésungen beruhen. 

Auf Grund der Ergebnisse dieser Versuchsreihe kommen wir zu 
folgenden Schliissen: 

1. Bienenwachs wird durch Aspergillus flavus unter gleichen 
Bedingungen fast ebensogut wie Paraffin oxydiert, wobei die Mengen 
des oxydierten Wachses in jedem einzelnen Falle bis zu 966.2 mg 


betragen. 

2. Carnaubawachs (Palmenwachs) ist als Kohlenstoffquelle fii 
Aspergillus flavus nicht verwertbar. Es gelang nicht, die genaue Ursach« 
festzustellen; wahrscheinlich hangt dies mit der sehr verschiedenen 
Zusammensetzung des Carnaubawachses und des Bienenwachses (sowie 
auch deren Bestandteile) zusammen. 
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3. Japanwachs sowie auch einige natiirliche Pflanzenfette (Kokosél 

d Kakaobutter) erweisen sich als gute Kohlenstoffquellen fiir diesen 

Schimmelpilz, was sich wohl an den Mengen der in den Kulturkolben 

oxydierten Stoffe, als auch an der Gewichtszunahme des Mycels er- 
kennen JaBt. 

4. Héhere Fettsiuren, und zwar gesattigte sowie ungesittigte, 
sind gleichsfalls fiir die Entwicklung des Aspergillus flavus geeignet 
Die gesittigten Sauren wurden unter den gegebenen Bedingungen 
durch den Pilz besser verwertet als die Oleinséure, wie sich deutlich 
ergibt beim Vergleich der erhaltenen Zahlenwerte (Mengen des oxydierten 
Stoffes und Zunahme des Mycels). 

5. Auch héhere Alkohole kénnen als Kohlenstoffquelle fiir diesen 
Pilz dienen, wie sich bei der Assimilation des Cetylalkohols zeigt. Aus 
len gewonnenen Daten geht jedoch hervor, daB die Entwicklung auf 
Kosten des Cetylalkohols merklich schlechter vonstatten geht als auf 
allen anderen in dieser Versuchsreihe benutzten Stoffen. 

6. Feste synthetische Fette sind fiir Aspergillus flavus als Kohlen- 
stoffquelle weniger brauchbar als natiirliche Pflanzenfette, wie aus 
r Gewichtserhéhung des Mycels bei den entsprechenden Kulturen 


ae 
ersichtlich ist. 

7. Wie zu erwarten war, lagen die nahestehenden Werte (34 bis 
44°) der dkonomischen Koeffizienten der Wachse und Fette betrachtlich 
niedriger als die ékonomischen Koeffizienten des Paraffins und der 
Fettséuren (48.6 bis 52,5°%,); jedoch sind die Zahlen stets héher als 
diejenigen fiir die verschiedenen Zuckerarten’. 

Die Unterschiede zwischen den ékonomischen Koeffizienten der 
Wachse I und II (Bienenwachse) sind wahrscheinlich durch die Ver- 
schiedenheiten in der Zusammensetzung dieser Stoffe bedingt: das 
Bienenwachs I], das, wie bereits erwihnt, direkt Bienenwaben ent- 
nommen worden war, enthielt keine fremdartigen Beimengungen (von 
Paraffin und Ceresin, wie es bei den kiinstlichen Waben der Fall sein 
kénnte). Die in Wachs I méglicherweise vorhandenen Verunreinigungen 
von Paraffin und Ceresin kénnten eben eine gewisse VergréBerung des 
dkonomischen Koeffizienten hervorrufen 

Der relativ niedrige Wert des ékonomischen Koeffizienten des 
Cetylalkohols hangt vielleicht von dessen in gewissem Grade giftiger 
Wirkung ab; diese Eigenschaft war auch die Ursache der schwacheren 
Assimilation dieses Stoffes durch den Pilz. 

8. Bei der Entwicklung des Aspergillus flavus auf allen genannten 
Substraten fand in jedem Falle eine Alkalinisierung des Mediums statt 


1 W.O. Tausson, }. c. 
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Diese war deutlicher ausgepragt bei den Kulturen in neutralem Medi 
(pu 7,0 bis 7,8), sehr schwach dagegen bei Kulturen mit einigen fri 
Fettsauren (pq 6,3 bis 6,7). Im Falle der Oleinsiure fand eine schwac}) 
Ansiuerung statt, was aber nicht durch eine Anhaufung von Zwische: 
produkten bedingt war. Somit lieB sich in keinem Falle eine intermediar 
Ansammlung von freien Sauren feststellen. 

Zwei parallele Versuchsreihen wurden aufgestellt, um folgendes 
festzustellen: 

1. Die Geschwindigkeit des durch Aspergillus flavus bewirkte: 
Oxydationsprozesses der Wachse und die Veranderung der Geschwindig 
keit dieses Vorganges mit dem Alter der Kulturen. 2. Das Verhialtnis 
der Oxydationsgeschwindigkeiten der Wachse und des Paraffins 
3. Die Skonomischen Koeffizienten beider Prozesse 

Ifa — Kulturen auf Paraffin 
IIb Kulturen auf Bienenwachs. 

Die angewandte Nahrlésung besa dieselbe Zusammensetzuny 

wie in den vorhergehenden Versuchsreihen (s. 8. 86). Das pq war = 6.3 


Kohlenstofjquelle. 
Reihe Ila Paraffin (78°), 
Reihe IIb Bienenwachs II. 

Die Kulturen wurden in ,,Winogradsky‘*-Kolben von 250 ccm 
Inhalt (90 com Nahrlésung) bei 27 bis 28°C belassen. Die Ziichtungs. 
dauer der Kulturen betrug 3, 4, 5, 6 und 7 Wochen (in beiden Reihen) 

Die Versuchsbedingungen und die Resultate sind in Tabelle I] 
zusammengefaBt (s. S. 91). 

‘Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen erlauben, folgende Schliisse 
zu ziehen: 

1. Die absoluten Mengen des durch Aspergillus flavus oxydierten 
Paraffins und Wachses waren dem Alter der Kulturen fast proportional 
Dabei waren die Mengen des oxydierten Paraffins in einer beliebigen 
Zeiteinheit wihrend der ganzen Dauer des Versuchs immer gréBer als 
die entsprechenden Wachsmengen. 

2. Berechnet man die pro Zeiteinheit (eine Woche) oxydierten 
Mengen auf eine Gewichtseinheit Mycel, so ergibt sich folgendes: die 
Oxydationsgeschwindigkeit des Wachses war bei diesen Versuchen 
gréBer als die des Paraffins (1,33 gegen 0,55 zu Beginn und 0,37 gegen 
0.27 bei Beendigung des Versuchs). Anfangs verliuft die Oxydation 
rasch, zum SchluB ist eine deutliche Verminderung der Geschwindigkeit 
festzustellen, was durch die folgenden Zahlen ausgedriickt wird: 1,35 
im Anfang — 0,37 am Ende fiir Wachs und 0,55 im Anfang — 0,27 am 
Ende fiir Paraffin 
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Tabelle Il. 











i 

, Mengen der Nahrstoffe 2 3 a = 
chy : Nahrstoffe verbrannt =% 3 E e es Ps 
Koblen  k uitur. ; = ae et 
T Nf stoff- dauer Ange- Zuriick- a of ea E 
quelle wandt bleiben amg . “3 $8 263") ~ 
lare ~P4 ~» -_ 
Wochen mg mg mg ro) sls ~ 
de | o {/1781,5 15883 19832 10,8 |1744 903 055 64 
2 } ~ | 2094.9 1835,0) 259.9 124 | 2404 925 0.54 6.4 
; lg | 2257.4 1884.8 3726 165 2868 77.0 0,43 7,1 
te] 4 j} “ |) 2349,6' 1947.2 4024 17,1 3125 77,7 048 7,0 
lie j = | 4 | 25081 2080.4 427,7 17,0 2845 665 038 7,1 
6 € | | 2083.4 1613.3 470.1 226 3163 67,3 O87 7,2 
a 7 = | . { 27289! 22290 4999 183 2906 581 034 74 
ins s | £ | ° (2178.6! 1645.5) 583.1 245 | 3082 578 085 7,2 
4 | 6 2695.9 2124.0 571.9 21.2 3822.7 564 0,30 7,4 
10 | 2518.9 1930.7 588.2 234 3374 574 0,29 7,6 
11 | = | 2919,7 | 21221 797,6 27,3 | 427.6 53,6 0.27 7,6 
12 {| ‘* )/ 2338.2 1512.7 825.5 353 | 43818 523 0,27 7.8 
in 13 1 o | 15824 14523 1391 8,2 48.0 369 135 69 
3 14 { “~ | 1517,0' 1399.0 127.0 84 484 38.1 1,31 6,8 
15 A ull 1955.9 1699.6 256.3 13,1 92,8 36,2 0,92 69 
16 x ; “ | 1841.0 16845 1565 85 | 612 391 O85 7,0 
17 = | g f 2156.7) 18430 313.7 145 | 116.2 ; 067 71 
18 z | | 2396.9 1870.2 436.7 18,9 154.2 53 0,71 7] 
19 c \ - § 2179.5 1772.2 4973 18,7 | 151.6 7.2 054 7.0 
20) = | ” | 2197.0 1804.0 393.0 17,9 1586 391 O51 71 
21 = | ¢ | 2829.0 17215 607.5 261 2130 351 O47 7,2 
n 22 | ° | 24203 1928.6 491.7 20,3 182.4 i 045 78 
rs 23 | - | 31104 2484.7 625.7 20,1 2393, 38.2 0,37 7,2 
‘ 24 { * | 2633.2 1970.0 668.2 25.2 2495) 376 037 7.3 
7 * Mengen des pro Zeiteinheit (eine Woche) oxydierten Stoffes im Verhaltnis zur Gewichts 

einheit. 

Diese Verhiltnisse sowie die gleichzeitigen Verainderungen der 
™ ikonomischen Koeffizienten sind graphisch auf Abb.1 dargestellt. 
oT (WH) (q) 

9,0 74 Ty 
| 900 13% 
oT 80 12 











Abb. 1. 
—— Mittlere (relative) Oxydationsgeschwindigkeiten (1) 
----- Okonomische Koeffizienten (I). 
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3. Der zu Beginn der Oxydation sehr hohe 6konomische Koeffizic:: 
des Paraffins — 90,27 bis 92,50 — (berechnet auf die Mycelmeny, 
sinkt bei weiterem Fortschreiten des Prozesses allmahlich aber stet iy 
und regelmaBig, so daB bei Beendigung des Versuchs ein ziemlich 
niedriger Zahlenwert erreicht wird (53,6 bis 52,3). 

Dieses Verhalten ist wohl dadurch zu erklaren, daB beim Paraffin 
im ersten Stadium des Umwandlungsprozesses eine Oxydation haupt 
sichlich bis zu den Estern erfolgt. Die im Paraffin aufgespeicherten 
groBen Energievorrate werden in diesem Oxydationsstadium frei, was 
sich eben in dem hohen é6konomischen Koeffizienten auBert. In det 
Folge iiberwiegt dann immer mehr das zweite Stadium des Oxydations 
prozesses — die Oxydation der Ester. Der ékonomische Koeffizient ist 
hierbei verhaltnismaBbig niedrig, wie aus den Versuchen mit Wachsey 
und Fetten hervorgeht. Infolgedessen wird der gesamte ékonomiscly 
Koeffizient beider Stadien dieses Oxydationsprozesses herabgesetzi 
Unter bestimmten Versuchsbedingungen (bei einigem Uberschu8 an 
Paraffin) fand selbst in siebenwéchigen Kulturen noch eine Oxydation 
des Paraffins bis zu den Estern neben der bereits erfolgenden Oxydat ion 
der Ester statt; in diesen Fallen war der ékonomische Koeffizient 
héher als der des Wachses. 

4. Beider Entwicklung des Aspergillus flavus auf Wachs schwankten 
die Zahlenwerte des 6konomischen Koeffizienten nur innerhalb ver 
haltnismaBig enger Grenzen; eine vom Alter der Kulturen abhangige 
Verainderung war nicht festzustellen. Die Werte lagen innerhalb det 
Grenzen von 35,06 bis 39,4 °. 


Zusammenfassung. 


. 


1. Aspergillus flavus besitzt die Fahigkeit, die Ester héheret 
Fettsiuren mit Glycerin und hochmolekularen Alkoholen (eine Reih« 
natiirlicher und synthetischer Fette und Wachse), sowie auch die Be 
standteile dieser Ester als Kohlenstoffquelle auszunutzen. 

2. Die Oxydation der genannten Substrate durch diesen Schimmel- 
pilz vollizieht sich unter denselben Bedingungen wie beim Paraffin 
Dabei ist eine deutliche Alkalinisierung des Nahrmediums festzustellen 
d. h. es ist vollkommen ausgeschlossen, daB eine intermediare Anhaufung 
beachtenswerter Mengen freier Sauren stattfindet. 

3. Die erhaltenen Ergebnisse weisen mit Bestimmtheit auf den 
unmittelbaren Zusammenhang hin, der zwischen der Fahigkeit des 
Aspergillus flavus, die angefiihrten Stoffe als Kohlenstoffquelle zu 
verwerten, und seiner Eigenschaft, Paraffin zu oxydieren, besteht 
Die Annahme, daB die Umwandlungsprodukte des Paraffins in den 
Kulturen dieses Pilzes Ester darstellen, erfahrt durch diese Versuche 
gleichfalls eine kraftige Stiitze. 
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4. Die absoluten Mengen der durch den Pilz oxydierten Wachse 
id dem Alter der Kulturen ungefaihr proportional und geringer als 

unter gleichen Bedingungen oxydierten Paraffinmengen. 

5. Bei Berechnung der pro Zeiteinheit (eine Woche) oxydierten 
Wachsmenge auf eine Gewichtseinheit Mycel ergibt sich, daB die ent- 
sprechende oxydierte Paraffinmenge bedeutend geringer ist Die 
relativen Oxydationsgeschwindigkeiten des Wachses und des Paraffins 
vermindern sich mit dem Alter der Kultur merklich. 

6. Die Annahme der Entstehung von Estern als Zwischenprodukten 
der Oxydation des Paraffins befindet sich mit folgenden Tatsachen 
in Ubereinstimmung: 1. mit den Zahlenwerten der ékonomischen 
Koeffizienten obenerwahnter Stoffe, 2. mit den vom Alter der Kulturen 
abhangenden Veranderungen (bedeutende Erniedrigung dieses ékono- 
mischen Koeffizienten beim Paraffin), 3. mit der gréBeren Oxydations- 
veschwindigkeit des Wachses (im Vergleich zum Paraffin) durch 
diesen Pilz. 
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Untersuchungen iiber den Jodstoffwechsel. 


I. Mitteilung: 


Uber die Jodausscheidung durch den Harn von Bewohnern 
eines norwegischen Kropfgebietes'. 


Vi mi 
Gulbrand Lunde. 


(Aus dem Mineralogischen Institut und dem Chemischen Laboratoriu 


des Pharmakologischen Instituts der Universitat in Oslo.) 


{ Finge gangen am 30. November 1927.) 


In einer Reihe von Arbeiten, die zum Teil im mineralogischen 
Institut der Universitat in Oslo ausgefiihrt wurden, zum Teil im 
Laboratorium des eidgendssischen Gesundheitsamtes in Bern mit 
Th. von Fellenberg zusammen, habe ich mich mit dem Vorkommen wnid 
der Verteilung des Jods in der anorganischen Umwelt beschiftigt 
Dabei wurde gezeigt, da bestimmte GesetzmaBigkeiten tiber die geo 
chemische Verteilung des Jods aufgestellt werden kénnen. Es haben 
sich aber diese geochemischen Gesetzmabigkeiten noch nicht in einfach 
Beziehung zu der Frage nach dem Zusammenhang zwischen der Haufig- 
keit des Auftretens von Kropf und dem Jodgehalt der Umwelt bringen 
lassen. 

Es muB aber als sicher angenommen werden, da in denjenigen Ce 
bieten, wo der gew6hnliche, endemische Kropf auftritt, im allgemeinen eine 
geringere Jodkonzentration in der Umwelt vorhanden ist als in kropf- 
freien Gegenden. Es wurde diese Tatsache bereits von Chatin? gefunden, 


Der vorliegende Aufsatz wurde in der Sitzung der Schweizerische 
Chemischen Gesellschaft bei der Versammlung der Schweizerischen Natur 
torschenden Gesellschaft in Basel, 1. bis 4. September 1927, vorgetragen 
Vgl. Verh. Schweizer. Naturf. Ges., Basel 1927, II, 129. Ein Teil der 
hier mitgeteilten Ergebnisse wurde auch bereits bei der I. internationale: 
Kropfkonferenz in Bern, 24. bis 26. August 1927, vorgetragen. 

2 C. r. 34, 14, 51, 1852; 36, 652, 1853. 
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ater von Th. von Fellenberg! bestatigt. J. F. MceClendon® in U.S. A. 
ad C. EB. Hercus, W. N. Benson und C. L. Carter*® auf New Zealand kamen 
denselben Ergebnissen. 

In einem gewissen Gegensatz hierzu stehen Untersuchungen von 

McCarrison, C. Newcomb, B. Viswanath und R. V. Norris*. 

Man darf aber zweifellos nie die Jodkonzentration in der Umgebung 
umgekehrt proportional der Kropfhiufigkeit setzen. Es ist namlich nur 
las in der Biosphdre im stetigen Kreislauf sich befindende Jod, das fiir die 
Organismen verwertbar ist, und es ist deshalb die Konzentration dieses 
lods, die in den Kropfgebieten gering sein diirfte. 

Mehrere Forscher haben gezeigt, wie der Jodgehalt des Trinkwassers 
n umgekehrtem Verhaltnis zur Kropfhaufigkeit steht®. Es ist auch selbst- 
verstandlich, daB man durch die Untersuchung des Wassers ein besseres 
Bild iiber die Konzentration des leicht beweglichen Jods gewinnt als durch 
lie Bestimmung des Gesamtjodgehalts der Béden. 


Um aber die dem menschlichen Organismus in einem bestimmten 

Ort taglich gebotene Jodmenge quantitativ zu erfassen, ist es aber 
notwendig, die Nahrungsmittel selbst zu analysieren. Derartige Unter- 
suchungen hat von Fellenberg durchgefiihrt. Er konnte beispielsweise 

zeigen, daB die mit der Nahrung taglich aufgenommene Jodmenge 

Wu im stark verkropften Dorfe Signau weniger als die Halfte von der Jod- 
menge des nahezu kropffreien La-Chaux-de-Fonds betrug. Me Clendon 

und Hathaway® fanden ebenfalls in Nahrungsmitteln aus Kropfgegenden 

viel geringere Jodmengen als in solchen aus kropffreien ' Gebieten. 


en Es liegt aber nicht die ganze Menge des in den Nahrungsmitteln 
im vorhandenen Jods in resorbierbarer Form vor. Th. von Fellenberg 
uit hat gezeigt, daB besonders das Jod der griinen Pflanzen weniger leicht 
nd resorbiert wird als anorganisches und animalisch gebundenes Jod. 
rt 


Da aber bei Jodgleichgewicht im allgemeinen gleichviel Jod aus- 


- geschieden wie resorbiert wird’, so kann die taglich resorbierte Jod- 
m menge durch Bestimmung des ausgeschiedenen Jods ermittelt werden. 
| 1g £ 4 

. Die Hauptmenge des Jods wird durch die Nieren ausgeschieden. Aller- 
E- dings kénnen gelegentlich erhebliche Jodmengen durch den Schweib 
‘Th 

1 Diese Zeitschr. 139, 441, 1923; 152, 141, 1924. 

2 J. F. McClendon and A. Williams, Proc. exper. Biol. and Med. 
1e 20, 286, 1923; Journ. Amer. med. Assoc. 80, 600, 1923; J. F. WeClendon 
f- and J.C. Hathaway, ebendaselbst 82, 1668, 1924; J. F. MeClendon, Proce. 


Soc. exper. Biol. and Med. 28, 494, 1926. 

* Journ. of Hyg. 24, 321, 1925. 

‘ Indian Journ. of med. Res. 15, 207, 1927. 

$ Th. v. Felle nibe rq, l. C.3$ J. F. McCle ndon, A C.5 Hercus, Bensor und 
Carter, 1. c.; E. Miesbach, Deutsch. med. Wochenschr. 48, 657, 1922; 
Johan Nicolaysen, Vortrag i. d. norweg. Akademie d. Wissenschaften, 
28. Oktober 1927. 





°L. a. 
Th r. Felle nbe rd, diese Zeitschr. 142, 246, 1923. 
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abgesondert werden. Durch die Bestimmung des durch den Har 
ausgeschiedenen Jods kénnen aber wertvolle, relative Vergleiche an 
gestellt werden 


Da nun Herr Professor Johan Nicolaysen mir den Vorschlag macht; 


das Vorkommen des Jods in dem von ihm erforschten Kropfgebicte 


Sandsvaer zu studieren, schien es mir am einfachsten, diese Aufgaly 
mit der Ermittlung des von den Bewohnern durch den Harn taglich 
ausgeschiedenen Jods in Angriff zu nehmen. 

Fir die Untersuchung der Harne dieses Kropfgebietes sprach 
auch, daB aus der Schweiz durch Th. von Fellenberg derartiger Be. 
stimmungen bereits vorlagen, so daB ein Vergleichsmaterial direkt 
vorhanden war. Auch hatte kiirzlich Herr Dr. J.C. Holst auf mein 
Veranlassung dem Herrn von Fellenberg Harne aus dem kropffreien 
Vik i Sogn zur Untersuchung iiberschickt, wodurch wiederum ein 
wertvolles Vergleichsmaterial geschaffen war. Auf die Ergebnis» 
dieser Untersuchungen soll spiter eingegangen werden. 


Es scheint bis vor kurzem die Auffassung geherrscht zu haben, dai 
der endemische Kropf in Norwegen unbekannt ist. A. Hirsch’ berichtet, 
daB die einzigen kropffreien Lander der Welt Norwegen, Danemark und 
New Zealand seien. DaB New Zealand nicht kropffrei ist, wissen wir aus 
den Arbeiten von C. EF. Hercus und E.S. Baker?. Norwegen gilt aber in 
der Literatur manchmal immer noch als kropffrei; so schreibt J. F. 
McClendon*®, der Kropf sei in Danemark und Norwegen unbekannt, was 
dadurch erklarlich werde, da®B sie beide nahe am Meere liegen. Nun ist 
aberderam dichtesten bevélkerte Teil des éstlichen Norwegens, mit Ausnahny 
des Oslo-Gebietes, ein typisches Inlandgebiet.* Es ist auch gerade hier, 
daB der endemische Kropf auftritt. Das Gebiet Sandsvaer, worauf sich die 
vorliegenden Untersuchungen beziehen, liegt siidwestlich von Oslo, naher 
bestimmt, siidéstlich von Kongsberg und siidlich von Drammen; es dehnt 
sich bis zu einigen Kilometern vor der Kiiste aus. 

Der endemische Kropf in Norwegen ist aber auch sehr spat ,,entdeckt 
worden. Als Egeberg im Jahre 1854 in der medizinischen Gesellschaft in 
Kristiania (Oslo) den Vorschlag machte, eine Untersuchung tiber den 
Kropf zu veranstalten, wurde ihm entgegengehalten, daB ,,der Krop! 
hier nirgends endemisch sei‘‘, weshalb sein Vorschlag zu nichts fiihrte und 
weiter nicht beachtet wurde. Johannessen* hat aber den endemischen 
Charakter des Kropfes in Toten nachgewiesen, Léken® den endemischen 
Kropf bei Haustieren in Sandsvaer beschrieben. Uber den endemischen 
Kropf in Modum liegt eine Untersuchung von L. Dedichen® vor. Die 


' Handb. d. geogr. u. histor. Pathol. 2, 121. London 1885. 

2 New Zealand med. Journ. 20, 116, 1921; 22, 169, 1923; vgl. auc! 
Hercus, Benson und Carter, |. ec. 

3 Phys. Rev. 7, 231, 1927. 

* Axel Johannessen, Strumaets aetiologiske forhold og udbredels« 
Kristiania 1889. 


5 Norsk Veterinaertidsskrift 1909. 
6 Festschrift fiir Dr. H. Bircher, S. 243 bis 300. Tiibingen 1917. 
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Untersuchungen tiber den Jodstoffwechsel. 1. V7 


scliwerste Endemie scheint in Telemarken vorzuliegen. Untersuchungen 
aus diesem Kropfgebiet liegen von S. Kjdlstad' vor. 

In dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kropfgebiet ist 
die Kropfhaufigkeit bei den Schulkindern von J. Nicolaysen bestimmt 
worden. 

Zum Zwecke der Ermittlung der taglichen Jodausscheidung durch 
den Harn wurden dann aus jedem Schulkreis von ihm und dem Ortsarzt 
5 bis 10 gesunde, erwachsene Manner ausgewahit. Es wurden nur 
Manner fiir die Untersuchung verwendet, da die Jodausscheidung der 
Frauen nicht immer regelmaBig ist, worauf Th. von Fellenberg® hinwies. 
Es ist noch zu bemerken, daB die Versuchspersonen alle keine Kropf- 
triger waren, worauf spiter beim Vergleich unserer Resultate mit 
denen nach von Fellenberg zu achten ist. Wir wollten ja nicht die Jod- 
ausscheidung des Kropftragers kennenlernen, sondern die taglich 
ausgeschiedene Jodmenge einer Normealperson dieser Gegend. 

Die fiir die Aufnahme der Harnproben bestimmten Flaschen 
wurden sorgfaltigst gereinigt und in verkorktem Zustande den Versuchs- 
personen im Kropfgebiete zugeschickt. Die Untersuchungen fallen in 
die Monate April bis Juni 1927. 


Methodisches. 


Bei der Jodbestimmung in den Harnen wurde im wesentlichen nach 
der Methode von Fellenbergs*® gearbeitet. 

10 bis 40 ccm Harn wurden mit | bis 3ccm einer gesattigten, jod 
armen Kaliumcarbonatlésung versetzt und in einer flachen Eisenschale 
mit einem Durchmesser von etwa 10cm zur Trockne verdampft. Der 
Riickstand wurde gelinde erhitzt, ohne gegliiht zu werden, mit Wasser 
befeuchtet und nochmals erhitzt, wobei der Boden nicht rotgliihend werden 
darf. Der Riickstand soll méglichst rein weiB werden. Jetzt zieht man den 
Riickstand mehrmals mit 95°,igem Alkohol aus und gieBt immer die 
Alkoholausziige von dem Carbonatbrei ab. Der Riickstand wird jetzt in 
Wasser aufgelést, nochmals zur Trockne verdampft und gelinde gegliiht, 
gegebenenfalls unter Zusatz von einigen Tropfen einer 10°,igen Natrium 
nitratlésung. Der Riickstand soll jetzt rein weif sein. Er wird nochmals 
wiederholt mit Alkohol ausgezogen und die Ausziige zu den ersten Alkohol 
ausziigen hinzugegeben. 

Die alkoholisches Lésung, die jetzt das gesamte Jod und _ geringe 
Mengen anderer Salze, besonders Chloride enthalt, wird nach Zusatz von 
einigen Tropfen der gesittigten Kaliumcarbonatlésung in einer flachen 
Goldschale mit einem Durchmesser von 6 cm auf dem Wasserbad zur Trockne 
verdampft. Der Riickstand wird schwach gegliiht und wiederum mit 
95° igem Alkohol extrahiert. 


' Norsk. Mag. f. Laegev. 1921, S. 729. 
2? Diese Zeitschr. 152, 149, 1924. 
3 Th. v. Fellenberg, ebendaselbst 142, 249, 1923; 152, 126, 1924; 184, 


87, 1927. 
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~ 








OS G. Lunde: 


Die Alkohollésung wird jetzt nochmals in einer Goldschale zur Trock 
verdampft und der geringe Salzriickstand jetzt ohne Zusatz von Kaliu 
carbonat schwach gegliiht. Der Boden der Goldschale darf dabei nicht 
Gliihen kommen. 

Ist der Salzriickstand nach der zweiten Alkoholextraktion noch 
grob, so hat man gegebenenfalls das Gliihen unter Kaliumcarbonatzusat 
vor dem letzten Gliihen noch zu wiederholen. 

Der letzte gegliihte Riickstand wird, in der Goldschale in 0,3 cem Was: 
gelést, in ein Jodausschiittelungsréhrchen nach von Fellenberg. ein ob 
schrag abgeschnittenes Réhrchen von 5mm innerem Durchmesser w 
etwa 80 mm Hohe, gebracht. Zu der Lésung setzt man 0,01 bis 0.02 cc; 
Chloroform und einen Tropfen einer frisch bereiteten Lésung von eine 
Kérnchen Kaliumnitrit in 3cem 3nH,SO,. Nun wird kraftig geschiitt: 
und in einer Handzentrifuge zentrifugiert, damit sich die Chloroformlésw 
klar zu Boden setzt. Man bestimmt den Jodgehalt kolorimetrisch dure! 
Vergleich mit in gleicher Weise frisch bereiteten Typlésungen von bekannte: 
Jodgehalt. Dabei mu die in der Goldschale verbliebene Fliissigkeitsmeny 
in Rechnung gezogen werden. Sie wird durch Abwagen ermittelt. 

Ubersteigt die kolorimetrisch bestimmte Jodmenge 2 y 2.10 
so wird sie noch durch eine Titration kontrolliert. 

Zu diesem Zwecke spiilt man den Inhalt des Réhrchens mitsamt dem 
in der Schale verbliebenen Flissigkeitsrest in einen sorgfaltig ausgedimptten, 
50 cem fassenden Jenaer Erlenmeyerkolben hinein, fiigt einen Tropfen H‘ 
hinzu und oxydiert mit frisch bereitetem Chlorwasser, bis ein hinzugefiigte: 
Tropfen Methylorange sofort entfarbt wird. Das iiberschiissige Chlor wird 
durch Kochen entfernt, wobei gleichzeitig die Fliissigkeit auf ein méglichst 
kleines Volumen gebracht wird. Die Lésung wird rasch abgekiihlt, ei: 
Kérnchen KJ hinzugesetzt und das in Freiheit gesetzte Jod mit nm 250 
Na, 5,0, titriert. 

Genaueres tiber die Ausfiihrung der kolorimetrischen und titrimetrischen 
Bestimmung des Jods sowie iiber das Jodfreimachen der Reagenzien ist 
in friiheren Arbeiten von Th. von Fellenberg und dem Verfasser nach 
zulesen!. 

Gelegentlich laBt sich bei dem hier angegebenen Verfahren das voll 
standige Veraschen der organischen Substanzen des Harns nur sehr schwer 
erreichen. Man verfahrt dann etwas ahders, indem man niamlich nach dem 
ersten Erhitzen des mit K,CQO, versetzten Harns in der Eisenschale mit 
Wasser aufnimmt und von der unverbrannten Kohle abfiltriert. Der 
Kohlenriickstand wird in der Eisenschale mitsamt dem Filter verbrannt 
und dann erst das meistens schwach gelblich gefarbte Filtrat hinzugefiigt, 
eingedampft und fertig verbrannt. Der Riickstand ist jetzt in allen Fallen 
rein wei; man zieht mit Alkohol aus und kann jetzt auf ein zweites Gliihen 
mit darauf folgender erneuter Alkoholextraktion verzichten. 

Es ist diese zuletzt beschriebene Modifikation das zuerst angegebene 
Verfahren von Fellenbergs, das aber spiterhin von ihm verlassen wurde. 
Auch W.H. Veil und Alexander Sturm? arbeiten bei ihren Harnjod 


' Th. von Fellenberg, diese Zeitschr. 1389, 391, 1923; 152, 116, 1924 
Th. von Fellenberg und Gulbrand Lunde, ebendaselbst 175, 164, 1926; 
Norsk geol. Tidsskrift 9, 48, 1926; Gulbrand Lunde und Th. von Fellenbera, 
Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 165, 226, 1927. 

2 Deutsches Arch. f. klin. Med. 147, 184, 1925. 
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timmungen nach dem hier zuerst beschriebenen Verfahren. Die Analysen 
ler vorliegenden Arbeit sind fast ausschlieBlich ebenfalls nach diesem 

Verfahren ausgefiihrt. Bei spateren Versuchen habe ich aber fast aus 

ieBlich nach dem modifizierten Verfahren mit Filtration und Verbrennen 

Kohle gearbeitet, da man nach dieser Methode rascher und zuverlaBliche 


n Ziele kommt. 


Der Jodgehalt der Harne. 


In den folgenden Tabellen wird das gesamte Versuchsmaterial 
wiedergegeben. Es wurde stets der Jodgehalt des Nachtharns bestimmt 
In der zweiten Rubrik ist die Zeit seit der letzten Harnentleerung 
ibends angefiihrt. Aus der gefundenen absoluten Jodmenge des Nacht- 
harns wurde die Gesamtjodausscheidung in 24 Stunden berechnet 
inter der Voraussetzung, daB in jeder Stunde unabhingig von der 
Harnmenge gleichviel Jod ausgeschieden wird, eine Voraussetzung, 
lie nach den Untersuchungen von Fellenbergs annihernd zutrifft! 

Die Versuchspersonen sind nach den Schulkreisen geordnet. Bei den 
Namen der Schulkreise sind auch die Zahl der Schulkinder mit vergréBerter 
Schilddriise in Prozenten angefiihrt, nach Untersuchungen von J. Nicolaysen 

Wie aus den Tabellen hervorgeht, schwanken die in 24 Stunden 
ausgeschiedenen Jodmengen innerhalb weiter Grenzen, wobei sich auch 
einige besonders hohe Werte bemerkbar machen 


Wahrend der Untersuchung der Harne hat nun Professor NV icolaysen 
Kostlisten der Versuchspersonen aufnehmen lassen. Es zeigte sich dabei 
daB diejenigen Personen, die besonders hohe Jodwerte aufwiesen, 
Tast durchweg in der vergangenen Woche Meerfische gegessen hatten 
Er konnte weiter feststellen, daB das Gebiet seit einiger Zeit regelmabig 


T abe lle * 





. Jodmenge in } 10-6 g 
Nr Name Harnmenge Zeit “eg . 
ccm Stunden “ absolut in 24 Std 
Meheia, 55,6 °, Kropf. 
l J. ie 1025 10 1,7 17,4 42 
2 H. B. 959 9 2.3 21,5 7 
3 S. B. 525 9', 4.5 23.7 2 
4 O. B. 725 10}/, 1.5 10,9 25 
5 F. S. 420 8}, 0.85 3.57 10 
Ljoterud, 54 % Kropf 
6 L. N. 400 8 34 13.6 41 
7 A.S. 950 10 08 8.0 19 
Ss OS. 400 74a 1.7 65 22 
4 O. LL. 625 i) 1.7 10.6 28 
10 J Ee 775 8°, 1.7 13,1 36 
1 Diese Zeitschr. 174, 341, 1926. 


‘ 
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Tabelle I (Fortsetzung.) 
Nr Name Harnmenge Zeit — soca = : 
ccm Stunden ss absolut in 24 Std 
Vittingfoss, 55 °/, Kropf. 
11 K.H. 410 9}/, 8.5 34,9 &8 
12 A. S. 390 81), 3,4 13,3 38 
13 BLN. 740 (8) 1,7 12,9 39 
i4 E.R. 400 11"), 6.9 27,4 59 
15 A.F. 340 1555 5287 — 
16 K. R. 225 y 39.5 88.9 237 
17 W. A. 220 10 21,5 47,3 114 
18 es 280 7 11,5 32,2 110 
19 ef 650 8 1.2 7.9 24 
20 H. M. 200 8 12.5 25.0 7 
21 K. H. 180 8 7,0 12.6 38 
22 A.S. 280 81/, 7,0 19.6 5D 
23 BLN. 400 7g 3.8 15.5 50 
24 FE. RK. 350 10 12.5 43.8 105 
25 A..F. 250 8 28,3 70,6 212 
26 K. R. 180 9 2.8 5.1 14 
27 W. RK. 285 7 6,8 19,4 67 
28 sale 280 8 14,0 39.2 118 
29 wv. W'. 580 11 3,1 18,0 39 
30 H. M. 250 al 2.6 6.4 20 
Saggrenda, 43 % Kropf. 
31 J.S. 359 8 7,9 27,7 83 
32 H. D. 909 111’, 0.6 5,2 11 
33 at A 280 8 25,5 71,4 214 
34 O. L. 559 9 4,9 22.0 59 
35 O. L. 700 9, 5,7 40,0 101 
Berg, 38,6 % Kropf. 
36 4... 600 7, 6.7 40.0 128 
37 1.V. 900 131), 2,2 20,2 36 
38 J. N. 950 * 16 0,4 4,0 6 
39 E.R. 500 1014 4.5 22.7 52 
Verp, 36 % Kropf. 
41 T.G 260 101), : 17,0 44.2 101 
42 A. 260 1 9! ‘ 16.0 41.6 108 
43 H.S 420 9 3,1 13,0 35 
44 H.B 350 6 10,0 35,0 140 
45 K.G 300 S 5.5 16.5 5 
Hostvedt, 59,7 °% Kropf. 
46 K. K. 430 74, 2,7 11,5 37 
47 H. U. 320 (10) 9,0 28,8 69 
48 A. L. 350 4 2,5 8.8 23 
49 7; a 525 4 2,2 11.8 31 
Ruud, 30 °%, Kropf. 
51 P. ?’. 430 74 53 22.9 73 
52 J. Ze 375 (8) 7,0 26,3 79 
53 A. B. 350 81/5 5,0 17,5 49 
54 K. 0. 380 y 5.5 20.9 56 
DD K. A. 230 9, 8.5 19.6 49 


* Harn von 2 Nachten, je 8 Stunden. 
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Name Harnmenge Zeit a ae © 1 ol, 
St com Stunden ° absolut in 24 Std 
Komnes, 39,7 °, Kropf. 
5 56 rz. 675 4 48 32,1 86 
: 7) 60GB 230 81), 4,0 9,2 27 
4 S| COKAH. 325 7g 7,0 22.8 73 
3 99 «6A. 260 g)), 2.0 5,2 13 
f 60 0.U 320 8 4.5 14,4 43 
i 
‘ Kftelot, 36,6 °,, Kropf. 
} 
61 Y. B. 380 91/, 13,5 51,3 137 
- 62 H.L. 315 91/4 5,0 15,8 40 
3 63 K. B. 775 gy 2.0 15.5 41 
4 64 A. B. 350 9/5 10,0 35,0 88 
65 O. L. 380 4 2.0 7,6 20 
) 
D Tabelle 11. 
i 
: Nr. || y Jod in 26Std. | ,,Meenueche = | Nr. y Jod in 24 Std. ig Ger Nehrong 
; 
1 42 38 6 
2 57 39 52 t 
3 62 41 101 (?) 
4 5 42 108 
5 10 43 35 
6 41 44 140 
7 19 45 5 
8 22 46 37 
y 28 47 69 
10 36 48 23 
21 38 49 31 
22 55 ~ 51 79 (?) 
23 50 52 56 
24 105 $$. 53 49 
25 (212) + KJ 54 73 
26 14 } 5D 49 
27 67 ‘ 1. 4 + 5e 86 » % 
28 (118) 4 57 43 
29 39 5S 97 
30 20 59 13 
31 83 69 73 
32 11 61 137 
33 (214) + KJ 62 40 
34 59 4 63 41 Keine Angaben 
35 101 " 64 RS 
36 128 65 20 
37 36 





mit Meerfischen versehen wurde und da der Verbrauch von Meerfischen 
standig im Zunehmen war. Besonders war das fiir V ittingfoss der Fall, 
wo mehrere der Versuchspersonen sogar am Tage, bevor die Harnprobe 
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genommen wurde, Meerfische gegessen hatten. Dadurch werden 
hohen Jodausscheidungszahlen der Nr. 11 bis 20 von dem relativ st «r| 
verkropften Ort Vittingfoss erklarlich. Es wurden deshalb neue Ha 
proben der Personen 11 bis 20 genommen, wobei darauf geachtet wur 
daB die Person am Tage vor der Probeentnahme keine Meerfisch« 
gessen hatte. Das Ergebnis ist unter Nr. 21 bis 30 angefiihrt 

In der Tabelle IL ist nun die Jodausscheidung wahrend 24 Stunde: 
mit der Nahrungsaufnahme verglichen, und zwar bedeutet einma 
woéchentlich Meerfische. oder zweimal, mit 
destens dreimal wéchentlich. 

Da, wie erwaihnt, die Personen am Tage bevor die Harnpro}y 
genommen wurde in den meisten Fallen keine Fische gegessen hatten 
so handelt es sich also nicht um einmalige, zufallige Erhéhungen der 
ausgeschiedenen Jodmenge, sondern um einen durch die Fischnahruny 
erhéhten Jodstoffwechsel iiberhaupt. 

Der hohe Wert bei Nr. 15 (Tabelle 1) ist durch Jodmedikatio 
verursacht. Der Wert war 14 Tage spiater immer noch ziemlich hoc! 
(Nr. 25 der Tabelle 1), obwohl kein weiteres Jod eingenommen war 
Der hohe Wert bei Nr. 33 lieB sich ebenfalls durch Jodeinnahme e1 
klaren. Es wurden diese Personen bei der Errechnung des Mittelwertes 
der Jodausscheidung fort gelassen. 

In Tabelle III ist nun die mittlere Jodausscheidung mit der Kropt 
haufigkeit bei Schulkindern verglichen. 


Tabelle I1l1. 





Ortschaft — mem Ortschaft — mre 
Hostvedt . 59,7 40 Berg . . 38,6 yO 
Vittingfoss 5D 48 Eftelot ‘ 36.6 65 
Ljoterud ° . 54 29 Verp . a 36 S7 
Meheia_ . 53.6 39 Ruud . ; 30 61 
Saéggrenda 43 64 
Komnes : 39,7 48 Vik i Sogn 0 173 





Bei der Berechnung der Durchschnittswerte wurde auch Nr. 28 
fortgelassen, da diese Person viel mehr Fisch iBt als in der Gegend 
iiblich, und der Wert deshalb kein richtiges Bild mehr von der mittlere: 
Jodausscheidung von Normalpersonen darstellt. 


Beim Vergleich der Werte fiir die Jodausscheidung der erwachsenc: 
Manner mit den Kropfzahlen ist zu beachten, daB diese letzteren sic! 
auf Schulkinder beziehen, die natiirlich ein geringeres Quantum a: 
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\ahrungsmitteln einnehmen und tiberhaupt meistens ungern Fische 
sen. Die Tabelle IIIT zeigt, daB die Jodausscheidung im groBen und 
wnzen mit fallenden Kropfprozenten steigt. 


Als Vergleich habe ich auch die Zahl fiir den kropffreien Ort 
lik ¢ Sogn angefiihrt, die von Fellenberg in der bereits erwahnten Arbeit 
wibt'. Es kénnen die einzelnen Bestimmungen iiber die Jod- 


ausscheidung in Vik ¢ Sogn hier nicht wiederholt werden; es sei auf 
die erwahnte Arbeit verwiesen, worin auch Kostliste und Gesundheits- 
gustand der Versuchspersonen nach Angaben von J.C. Holst angefihrt 
verden. 

Es sei erwahnt, da man in Vik i Sogn durchaus nicht besonders 
iel Fische iBt, sicherlich nicht mehr als in Vittingfoss, woraus wir 
schlieBen miissen, dai der regere Jodstoffwechsel hier durch den er 
héhten Jodgehalt der Nahrungsmittel und der Umwelt tiberhaupt 
hedingt ist. 

Die Versuchspersonen aus Vik i Sogn waren auch Bauern, die nicht 
direkt am Fjord wohnten 

Zum Vergleich mit den Zahlen der letzten Tabelle seien die Zahlen 
die von Fellenberg fiir die Schweiz? und bei der ligurischen Kiiste® fand 
ebenfalls hier angegeben: 





Kropt 
Ortschaft a Jod in 24 Stunden 
Effingen l 70 
Kaisten . 61.6 14 
Hunzensehwil 6.2 IS 
Forte dei Marmi 0 112 


Beim Vergleich der Zahlen nach von Fellenberg mit den Zahlen 
fiir Norwegen ist zu beachten, daB die Kropfprozente fiir die drei 
Schweizer Dérfer sich auf die ganze Bevélkerung beziehen, wahrend 
fiir die norwegischen Ortschaften die Schulkrépfe gemeint sind 

Ferner beziehen sich die Jodausscheidungszahlen fiir Kaisten und 
Hunzenschwil auf Kropftrager, wahrend die Zahlen fiir Norwegen sich 
auf gesunde Normalpersonen beziehen. 

DaB die Jodausscheidung anders verliuft, und der ganze Jodstoff- 
wechsel iiberhaupt sich bei Kropftragern anders abgespielt als bei 
gesunden Normalpersonen, haben wir spater feststellen kénnen, worauf 


! Diese Zeitschr. 184, 85, 1927. 
2 Ebendaselbst 152, 150, 1924. 
’ Ebendaselbst 174, 341, 1926. 
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in einer folgenden Mitteilung eingegangen wird!. Es sei noch erwah 
daB £. Lieck? in einer kiirzlich erschienenen Arbeit weit gréBere Zah): 
fiir die Jodausscheidung anfiihrt als hier gefunden. 


Fiir sein groBes Interesse an der vorliegenden Untersuchung spre: 
ich Herrn Professor Dr. Johan Nicolaysen meinen ergebensten Dank au 
Dem Direktor des Mineralogischen Instituts, Herrn Professor Dr. V. \/ 
Goldschmidt, sowie dem Direktor des Pharmakologischen Instituts, Her 
Professor Dr. E. Poulsson, die mirihre Laboratorien in der zuvorkommendst«, 
Weise fiir meine Untersuchungen zur Verfiigung gestellt haben, bin ic! 
ebenfalls zu Dank verpflichtet. 


1 Man vergleiche auch W.H. Veil und A. Sturm, Deutsch. Ar 
f. klin. Med. 147, 166, 1925; A. Sturm, Verhandl. d. deutsch. Kongr. f. im 
Med., 39. Kongr., 16, 116, 1927. 

2 Miinch. med. Wochenschr. 74, 1786, 1927. 











Methylglyoxal als intermediires 
Spaltungsprodukt bei der Glykolyse des Blutes. 


Von 
H. K. Barrenscheen. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 30. November 1927.) 


Die Bedeutung des Methylglyoxals fiir unsere Vorstellung tiber 
den intermediiren Kohlehydratabbau ist in erster Linie durch die 
Arbeiten Neubergs und seiner Schiiler heute wohl allgemein anerkannt. 
Der wohlbegriindeten theoretischen Anschauung stand jedoch bis in 
die letzte Zeit die Tatsache gegeniiber, daB es nicht gelungen war, 
Methylglyoxal bei der Umsetzung von Kohlehydrat durch Hefe, 
Bakterien oder tierisches Gewebe mit Sicherheit nachzuweisen. 

Wohl glaubte Toenniessen' bereits 1924, aus dem Ausfall det 
Denigésschen Farbreaktion auf das spurenweise Auftreten von Methy]- 
glyoxal bei der Umsetzung von Kohlehydrat durch Muskelbrei schlieBen 
zu kénnen®. In einer spateren Arbeit mit Fischer* konnte er den Nach- 
weis von Methylglyoxal bei gleicher Versuchsanordnung durch Dar- 
stellung des p-Nitrophenylosazons nach Neuberg und Kansky* er- 
bringen, doch waren die bei seiner Methodik erhaltenen Mengen derart 
minimal, daB die Ausbeuten mehrerer Ansatze eben fiir eine Schmelz- 
punktsbestimmung ausreichten. Von einem Umbkristallisieren oder 
einer Analyse der Substanz muBte abgesehen werden. Auffallend ist 
bei diesen Versuchen, daB Methylglyoxal nur bei Zusatz von fructose- 


A Hoppe-Seiler 133, 158, 1924. 

2 Uber die geringe Zuverlissigkeit der Denigésschen Reaktion bei 
biologischem Material; vgl. iibrigens Neuberg, diese Zeitschr. 51, 484, 1913. 

’ Hoppe-Seiler 161, 254, 1926. 

* Ber. 41, 946, 1908. 
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phosphorsaurem Natrium zum Muskelbrei erhalten wurde, bei Gluc« 

bzw. Glykogenzusatz jedoch vermiBt wurde. Auf das Methylglyoxa 

als durch Insulinvergiftung angehauftes Zwischenprodukt und da 

als Ursache der Insulinkrampfe hat schlieBlich Fischler! hingewiesen 

ohne jedoch von der nicht eindeutigen Jodoformreaktion abgeseh 
einen zwingenden Beweis dafiir erbringen zu kénnen. 


Die Ursache fiir die wenig befriedigenden Ausbeuten und Result at: 
der bisherigen Untersucher liegt nicht zum geringsten Teil in einen 
Versagen der gebrauchlichen, sonst so erfolgreichen Abfangverfahre) 
gerade gegeniiber diesem Zwischenprodukt des Kohlehydratstoffwechse|s 
Nachdem durch Neuberg und Reinfurth? bereits 1920 auf die Heran 
ziehung der wenig giftigen Saurehydrazide als Abfangmittel hingewiese) 
wurde, haben in allerletzter Zeit nun Kostytschew und Soldatenkov® 
durch Abfangen mit Semicarbazid das Methylglyoxal als intermediares 
Produkt sowohl bei der Milchséuregaérung durch Bacterium caucasicuim 
Omeliansky und Bacterium lactis acidi Leichm., als auch bei der 
alkoholischen Garung durch untergarige Hefe in reichlichen Mengen 
isoliert. Im Gegensatz zu diesen Befunden konnten Newberg und Kobel* 
mit Thiosemicarbazid Methylglyoxal nur in vereinzelten Versuchen bx 
der Hefegirung isolieren, so daB die Méglichkeit einer Bildung durc! 
fremde Erreger nicht auszuschlieBen war. Es war naheliegend, dies 
einfache Methodik auch auf tierisches Material zu tibertragen und damit 
eventuel] den sicheren Beweis fiir das intermediire Auftreten von 
Methylglyoxal auch im tierischen Organismus zu erbringen. Von den 
Versuchen, die in dieser Richtung ausgefiihrt wurden, sollen zunachst 
die Ergebnisse bei der Blutglykolyse kurz wiedergegeben werden. 


Nachdem in Vorversuchen festgestellt war, da8B Semicarbazid di: 
Glykolyse des Blutes nicht hemmt, wurde in einer Reihe von sterilen 
Ansatzen mit Hundeblut tatsaichlich Methylglvoxal als Disemicarbazon 
regelmaBig und in Mengen abgefangen, die neben der Schmelzpunkts 
bestimmung die einwandfreie Identifizierung auch durch die Analys 
erlaubten. DaB eine Bildung von Methylglyoxal im Sinne von Fischler® 
aus Glucose durch Alkaliwirkung allein bei den Bedingungen (Tempe 
ratur, Alkaleszenz) der Versuche stattgehabt hatte, konnte durch 
angestellte Kontrollen ausgeschlossen werden. Das px der Blutfliissig 





keit bestimmt an dem zellfrei zentrifugierten Plasma nach det 








kolorimetrischen Methode von Michaelis lag meist um 7, in der 





' Miinch. med. Wochenschr. 74, 680, 1927. 

2 Diese Zeitschr. 106, 286, 1920. 
Hoppe-Seiler 168, 124 bzw. 129, 1927. 

' Diese Zeitschr. 188, 211, 1927. 
Ebendaselbst 157, 1, 1926. 
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iedergegebenen Versuchen bei py 7.2 bzw. 7.4 Damit ist fiir dic 


(lykolyse des Blutes das Auftreten von Methylglyoxal als Zwischen 
odukt erwiesen. Untersuchungen an Muskulatur und Leber sind 
im Teil schon abgeschlossen; iiber sie und tiber quantitative Ver 

haltnisse bei der Blutglykolyse soll in Kiirze berichtet werden 


Nachstehende Protokolle geben AufschluB itiber die angewandte 
\ersuchstechnik. 


Versuch 3, vom 18. Oktober 1927. 20 cem defibriniertes, durch sterile 
Punktion der A. femoralis gewonnenes Hundeblut wurden durch sterile 
Gaze filtriert und mit licem 4°,iger, durch Aufkochen sterilisierter 
lraubenzuckerlésung versetzt. Wasserbadtemperatur 37°. Zu dem Blute 
wurde im Verlauf von 3 Stunden eine Lésung von 0,1 g Semicarbazidchlor 
hydrat in 2°,iger Bicarbonatlésung in kleinen Portionen unter jeweiligem 
Schiitteln zugesetzt. Die Lésung des Semicarbazids war so hergestellt, 
daB eben ein geringer UberschuB an Bicarbonat vorhanden war. Nach 
6 Stunden wurde das Blut durch EingieBen in kochende n_ 100 Essigsiéiure 
enteiweiBt, die letzten Reste von EiweiB und Farbstoff durch 10 cem 
kolloidales Eisenhydroxyd gefallt und hei®B durch Faltenfilter filtriert. 
Das vollkommen klare und farblose, schwach saure Filtrat wurde untez 
vermindertem Druck bei einer Wasserbadtemperatur von 40° auf wenige 
Kubikzentimeter eingeengt, die eingeengte, gelbe Lésung zur Kristalli 
sation in der Kalte sich selbst iiberlassen. Nach 2 Tagen schieden sich 
hereits gelb gefarbte Kristalle ab, die bei weiterem Stehen durch 2 Tage 
noch zunahmen. Es wurde nun durch ein gehartetes Filter abgesaugt, mit 
kaltem Wasser nachgewaschen und die Kristallmasse, etwa 4 mg, yn Vakuum 


getrocknet. Die gelbgefarbten Kristalle ergaben einen Schme Izpunkt 
von 250°, die N-Bestimmung Mikrodumas nach Pregl hatte folgendes 


Ergebnis: 
1.481 mg Substanz, 0,559 ccm N, 20°, 753 mm. 


C,H,.N,O,. Ber.: N 45,16°,: gef.: N $3.57 % 


Der Schmelzpunkt lag also gegeniiber dem des Methylglyoxaldisemi 
carbazons um 6° zu tief, die N-Bestimmung ergab einen um 1,59°, zu 
niedrigen Wert. Der Rest der Substanz wurde aus heiber Wasser umkri 
stallisiert. Leider ging durch Ungeschicklichkeit ein Teil verloren, so dab 
nur die Schmelzpunktbestimmung mdglich war, welche an der nun fast 
farblosen Substanz einen Schmelzpunkt von 256° entsprechend Methyl- 
glyoxaldisemicarbazon ergab. 

Ein weiterer Versuch (Versuch 6 vom 10. November 1927), in welechem 
150 cem durch Punktion aus der Carotis steril gewonnenes Blut verwendet 
wurden und der nach Zusatz von 0,6cem 10% iger Glucoselésung unc 
Zufiigen von 1g Semicarbazidchlorhydrat in gleicher Weise verarbeitet 
wurde, ergab fiir die erste nach 2 Tagen abgesaugte Kristallisation eine 
Ausbeute von rund 10 mg kristallisierten Disemicarbazons. 


Schmelzpunkt nach einmaligem Umkristallisieren aus heiberm Wasser 


256°. 


N-Bestimmung: 1.365 mg Substanz. 0.534leem N, 19°, 753 mm, 
C,;HyN,O,. Ber.: N 45,159; gef.: N 45,32 %,,. 
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Bei weiterem Stehen der Mutterlauge schieden sich noch etwa 4 nv 
Disemicarbazon ab, welche ohne Umkristallisieren den richtigen Schny 


punkt von 256° hatten. 


Zusammenfassung. 


Durch die Abfangmethode mit Semicarbazid |aBt sich Methy!- 
glyoxal einwandfrei als Zwischenprodukt bei der Glykolyse des Blutes 


nachweisen. 

Nachtrag bei der Korrektur. Es ist mir seither gelungen, auch bei 
der Glykolyse des Muskels (Glykogenzusatz) mit der gleichen Methodik 
Methylglyoxal als Disemicarbazon in Mengen abzufangen, welche ein 
einwandfreie Identifizierung durch Mischschmelzpunkt und Analysi 


erlaubten. 
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Die Koagulation 
des Himoglobins in Gegenwart von organischen Stoffen. 


Von 
Br. Jirgensons. 


Aus dem Dispersoidologischen Laboratorium der Lettlandischen Universitat 
in Riga.) 
(Eingegangen am 2. Dezember 1927.) 


Das Problem. 


Der Einflu8 von molekulardispersen (nichtkolloiden) organischen 
Stoffen auf die Elektrolytkoagulation von kolloiden Lésungen ist 
bisher noch sehr wenig erforscht. Aus der Literaturiibersicht ergibt 
sich, daB die hier behandelte Frage als besonderes selbstandiges Problem 

in bezug auf die stark solvatisierten Sole noch night gestellt 
und systematisch bearbeitet ist. 

Die einzige Arbeit in dieser Frage stammt von Br. Jirgensons' 
und behandelt den EinfluB von Alkoholen auf die Koagulation des 
Himoglobins, wobei nicht nur die Alkoholmengen, sondern auch die 
Salzkonzentrationen in groBen Intervallen geandert wurden. Es wurde 
gefunden, daB die Wirkung der Alkohole nicht nur von seiner Natur, 
sondern auch von dessen Menge und von der Salzkonzentration abhangt. 
In kleinen Mengen wirken die Alkohole sensibilisierend (unabhangig 
von der Salzkonzentration); auch im Falle der Koagulation mit kleinen 
Salzmengen wirken sie sensibilisierend (unabhangig von ihrer Menge) 
Dagegen kénnen auch einige Alkohole (besonders n-Propylalkohol, 
weniger Athylalkohol und Glycerin) auch stabilisierend wirken, aber 
nur dann, wenn die Alkoholmengen und auch die Salzkonzentrationen 
groB sind. 

Diese charakteristische GesetzmaBigkeit veranlabte die folgenden 
Untersuchungen. Erstens wurde versucht, die Griinde der Stabilisation 
zu erkliren. Aus einigen Uberfiihrungsversuchen, Viskositats- und 
Leitfahigkeitsmessungen, sowie Peptisationsversuchen wurde der Schlub 
gezogen, daB der Grund der Stabilisation in der peptisierenden Wirkung 


' Kolloid-Zeitschr. 41, 331, 1927; 42, 59, 1927; 44, Heft 1, 1928. 
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der Salze liegt, die ihrerseits nur in Gegenwart von solchen Alkoho 
zustande kommt, die die Viskositat des Mediums stark erhéhen u 
die Dielektrizitatskonstante desselben stark vermindern. Man ka 
von hier noch weiter schlieBen, dab die Peptisation von dem \: 
handensein der assoziierten Salzkomplexe abhangt, wobei die Alkoh: 
solche Assoziation erméglichen. Doch kénnen auch andere Faktor 


von Bedeutung sein! 


Es wurde nun das Problem in weitestem Umfange gefaBt, indk 
nicht nur Alkohole, sondern auch andere organische Stoffe als Unte: 
suchungsmaterial verwendet wurden. 


Anordnung der Versuche. 


Die Hauptlésungen wurden durch zweistiindiges Lésen (unter 6ftere: 
Umriihren) einer bestimmten Menge Hamoglobin (Hamoglobin, — klar 
léslich, pulv.D. Ap. V. 4. &. Merck) in etwa 100 bis 150 cem destilliert: 
Wassers hergestellt, und zwar wurde es zuerst in einer kleinen Wassermeng 
mit einem Glasstabe verteilt und dann weiter verdiinnt; die Lésung wurcd 
dann filtriert und bis zu einem Volumen von 200cem mit destillierte: 
Wasser verdiinnt. In der Regel wurden je 5 (oder 2,5) cem dieser Lésun: 
in mehrere Reagenzglaser verteilt und die betreffende Zahl Kubikzentimete: 
des organischen Stoffes (reine Stoffe von den Fabriken FE. Merck und 
Kahlbaum) zugegeben. Eine andere Reihe von Reagenzglasern enthielt 
eine bestimmte Anzahl Kubikzentimeter einer Salzlésung bekannter Kon 
zentration. Die Salzlésung wurde zur kolloiden Lésung gegossen. durc! 
zweimaliges UmgieBen aus einem Reagenzglas in das andere vermischt, 
die Glaser zugekorkt und der Gang der Koagulation beobachtet. Das 
Gesamtvolumen des Koagulationsgemisches war jedesmal licem. Di 
Resultate sind gut reproduzierbar. 

Von den organischen Stoffen wurden genommen: Athylather, Chloro 
form, Isobutylalkohol, Amylalkohol, Isopropylalkohol, Essigester, Aceton, 
Methylurethan, Mannit, Glucose, dann Gemische von CH,OH und _ Iso 
butylalkohol, C,H,OH und Essigester, CH,QH und Amylalkohol. Als 
koagulierende Salze wurden KCl und MgCl, genommen. Die Mengen de 
organischen Stoffe, sowie die Salzkonzentrationen wurden in groBen Inte 
vallen geandert. Auch die Hamoglobinkonzentration wurde in einigen 
Serienversuchen geandert, doch die gewéhnliche Hamoglobinkonzentration 
war 0,666 ...°,ig (56cem 2°,iges Haimoglobin in 15 cem des Koagulations 
gemisches). Es wurden stets frisch bereitete Hamoglobinlésungen ver- 
wencdet. 


Resultate. 


Zuerst wurde der Einflu8 von kleinen Mengen Athylather, Chloro- 
form, Amyl- und Isobutylalkohol auf die Koagulation des Hamog!obins 
mit KCl und MgCl, untersucht. Es wurden gesattigte Lésungen der 
genannten organischen Stoffe in Wasser bei Zimmertemperatur her- 
gestellt, indem man die genannten Stoffe mehrere Tage unter éfterem 


! Siehe Kolloid-Zeitschr. 44, Heft 1, 1928 
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iitteln mit Wasser im Scheidetrichter stehenlieB. Die gesattigte 








S 

serige Lésung wurde dann von der organischen Fliissigkeit getrennt 
ind sofort mit der Hamoglobin- und Salzlésung vermischt, die Reagenz- 
gliser zugekorkt, und der Gang der Koagulation beobachtet Die 
Resultate sind in den Tabellen I bis VII niedergelegt. 

Aus den Tabellen ist zu ersehen, daB alle gepriiften Stoffe unter 
solchen Bedingungen sensibilisierend wirken. In griéBeren Konzen- 
trationen koaguliert Hamoglobin (besonders im Falle der Koagulation 

KCl) schneller als in kleineren. Die Sensibilisation aber kommt 
bei allen Himoglobinkonzentrationen zustande. Man muB noch be- 

Tabelle 1’. 
5eem 2°,iges Hamoglobin gesattigter Atherlésung (in Wasser). 
Koagulator MgCl,. Gesamtvolumen 15 cem. 
Atherlésung oder H, O com 8.5 7,0 5.0 
Mg ClysKonz. Mol i. L. des Koagu: 
ationsgemisches ; 0,005 0,010 0.010 
Nach 2 Min } 

H,© " 15 = { ’ T T | locker 
Vergleichs- » we « fast vollstandige 
serie) hoagulation 

15 Std etTWas Flocken ebens 
| - 2 Min ( ) klocken 

Mit ws ( fast vollstandig 
\therlosung hoagulation 

poeennen | 60. + 4 Flocken ebense 
a) Stil + ; I locken, Niede r 
schlag 
Tabelle 11. 
5 cem 2 ©, iger Haimoglobinlésung gesattigter Chloroformlésung (in Wasse1 
hloroformlésung (bzw. H,O). . . . ccm 8,0 7.0 
Salz und dessen Konz. Mo! i. L. des Gemisches 0.0066 Mol i. L. MgCl, 085 Mol i. L KCI 


| Nach 2 Min ) 


H,0 iS 
\ *) bo) + 
(Vergleichssene “ : 
. | 1D Std ' fast vollstandige 
hoagulation 
, 2s Mm ( 
1D - 
Mit | ‘ 
; l bv = Flocken fast vollstandig 
Chloroformlésung | k lati 
eagulatior 
1b Sel. = ebense 
' — bhedeutet, dali das Gemisch klar geblieben ist, daB es seh 


schwach getriibt wurde; mit steigender Kreuzzahl steigt auch der 


rriibungsgrad. 
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Tabelle Ill. 


8,5ccem gesattigter Amylalkohol- bzw. | 


butylalkohollésung mit MgCl, 0,005 Mol im Liter d. Koagulationsgemisc| 





H,O Amylalkoho! Isobutylalkohol 
Nach 2 Min 
 » (+) : 
60 . + os 
15 Std. 


Versuche mit variierten Hamoglobinkonzentrationen ; 


Tabelle 1V. 


8,5cem gesattigt 





Atherlésung (in Wasser); MgCl, 0,005 Mol im Liter des Koagulations 
gemisches. 
Konzentration des Hamoglobins | 20 ; 
im Koagulationsgemisch | «los Tota 0,334) vig 
Nach 2 Min. _- 
HO 60 
24 Std. + + 
2 Min. ( ) + ( ) (+) 
Ather- . “— , 
bo. bia ff - 
osung 24 Std oe ( 4. }4 
Tabelle V. 
Versuche mit variierten Hamoglobinkonzentrationen: S8cem gesattigte: 


Atherlésung (in Wasser) u. KCl 0,5 Mol im Liter des Koagulationsgemisches 





Konzentration des Hamoglobins | 20 
im Koagulationsgemisch | 


H, 0 


. 
losung 


Ather- | 


Versuche mit 


Chloroformlésung (in Wasser); 
gemischs. 


variierten 


2°! oig 1°) pig 0,33 © pig 
Nach 2 Min. -— 
i. + (+) 
3 , J + i = 
24 Std. Flocken, Flocken, Flocken 
Niederschlag Niedersechlag Niederschlag 
2 Min. +++ 4 (+)- 
15 = Flocken rot t 
a Flocken, Flocken + ++ 
Niederschlag 
24 sta. ebenso Flocken, Flocken, 


Niederschlag Niederschlag 


Tabelle V1. 


Hamoglobinkonzentrationen ; 
KCl 0,5 Mol im Liter des 


sScem gesattigte: 


Koagulations 





Konz. d. Hamoglobins 
. 
im Koagulationsgem. 


Nach 2 Min. 
—: aa 
50 

24 Std 





(Vergleichsserie mit H,O wie in Tabelle V.) 
2°/o ig 1 °/ pig 0,33 °/ pig 
(+)4 
1. J } (+) 
Flocken ~+- 


Flocken. Niederschl. Floecken. Niedersch! Flocken, Niedersct 
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I , i 
Versuche mit variierten Hamoglobinkonzentrationen;: 7 ccm gesattigter 
ct v ' — o , 
Chloroformlésung (in Wasser); KCl 0,85 Mol im Lite Koagulations- 
gemusches. 
Konzentration des Hamoglobins | 0 0 ‘ 
im Koagulationsgemisch | 2°loig 1 °/oig 0,33 */oig 
Nach 2 Min . ( ) 
» a0 tt+4 + 
— ae Flocken + (+) 
ig H, O “ 2 Std. Flocken, + 
= Niederschlag 
5 7 ebenso Flocken, Flocken, 
Niederschlag Niederschlag 
» 2 Min. aoa - 
= a Flocken t+++++ ; 
Chloro- , “ = Flocken +++ 
form- 2 Std. Flocken, Flocken, Flocken 
losung Niederschlag Niederschlag 
24 ebenso ebenso Flocken, 
Niederschlag 
sonders hervorheben, dab die hier gebrauchten Lésungen der organischen 
Stoffe allein (ohne Salzlésung) keine koagulierende Wirkung auf die 
gtey Hamoglobinlésungen ausiibten. 
hes , . , , : 
— Zweitens wurden solche organischen Stoffe genommen, die sich 
mit Wasser gut mischen oder sich in ihm in groBer Menge lésen. Ver- 
wendet wurden: Isopropylalkohol, Methylurethan, Aceton, Mannit 
und Glucose. Die Mengen der organischen Stoffe sowie der Salze 
wurden in groBen Intervallen geaindert. Das Gesamtvolumen des 
Koagulationsgemisches war auch hier jedesmal licem. Von den 
- genannten Stoffen wirkt nur Methylurethan auch in Abwesenheit von 
Salzen auf 2°,ige Hamoglobinlésung etwas triibend; doch ist es nicht 
imstande, eine Ausflockung des Sols hervorzurufen. 
Aus den Tabellen VIII bis XV ist nun zu ersehen, daB die kapillar- 
, aktiven Stoffe (Isopropylalkohol, Methylurethan, Aceton) ebenso 
sensibilisierend wie 2. B. die kapillaraktiven Ather, Chloroform 
Amyl- und Isobutylalkohol wirken, wobei die sensibilisierende 
tel 


Diese 
GesetzmaBigkeit kann aber nur mit einer Beschrankung gelten, und 


Wirkung mit steigendem Gehalt des Zusatzstoffes wichst. 


zwar ist sie nur dann zu beobachten, wenn die Salzkonzentrationen 
Werden die Salzkonzentrationen gréBer, so tritt bei einem 
Wirkung auf 


kiein sind. 
héheren Gehalt des Zusatzstoffes die stabilisierende 
Die Stabilisation ist um so ausgesprochener, je mehr das Gemisch 
von dem organischen Stoffe enthalt und je héher die Salzkonzen 


trationen sind. 
Biochemische Zeitschrift Band 193. g 
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Tabelle VIII. 
Hamoglobin (Konzentration des Hamoglobins, 0,66°,ig im Koagulati 
gemisch) mit Isopropylalkohol; Koagulator MgCl,. Gesamtvolur 


immer 15 cem. 








Isopropyl- 


| » - 
natal com | 1,0 5.0 7,5 “5 
gClp Mol iL. | 
p Tientaiian 0.0083 0,0083 0,0083 0,0083 0.33 
Nach 2 Min. (+)+ Flocken Flocken Flocken —_ 
— +++ + fast vollst. fast vollst fast vollst 
Koagulation Koagulation Koagulation 
2 Std +--+ +++ ebenso ebenso ebenso 
24 . Flocken, a volistandige  vollstandige (+ 
Niederschlag Koagulation Koagulation 


Tabelle 1X. 
Versuche mit Hamoglobin (0,33°,ig im Koagulationsgemisch) und | 
propylalkohol; Koagulator KCl 0,9 Mol im Liter d. Koagulationsgemisch: 





deekel ee |i 1,0 40 40 se | 
Nach 2 Min (+) +--+ -+ t+t++4 - = 
ae ‘oo + +++ + + Flocken, : a 
Niederschlag 
9 . - Flocken fast vollst. Flocken _ 
Koagulation 
16 Std Flocken, fast vollst volilstandige fast vollst 


Niederschlag Koagulation Koagulation Kvagulation 


Tabelle X. 
Hamoglobin (0,66°,ig im Koagulationsgemisch) mit Isopropylalkol 
Koagulator KCl 0,9 Mol im Liter des Koagulationsgemisches. 





Alkohol, com - 1,0 3,0 4,0 5 ¢ 
Nach 2 Min (+) ++ Flocken : 
30 , a Floeken Flocken, Flocken — 
Niederschlag 
=< Te + +++ +4 fast vollst. fast vollst. Flocken, 
Koagulation Koagulation Niederschlag 
. 16 Std. fast vollst. ebenso volilstandige fast vollst 
Koagulation Koagulation Koagulation 


Tabelle XI. 
Hamoglobin (0,66° ig im Koagulationsgemisch) mit 20°,iger Methy 
urethanlésung in Wasser und MgCl,. 








Urethanlés..ccm _ 1,0 4,0 7,5 7,5 ; 
MgCl, Moli.L.} 2 @ ' 
des Gemisches | 0,0083 0,0083 “. 3 0,0083 0,333 
Nach 2 Min. (+ )-- + + (+)+ +++ S. ofp ahs ap oh ( 
. ++ ++ 4 b+++4 Flocken 
0. N(4e++| +4+4++ [+++4+4 . , 
24 Std. Flocken. Flocken, Flocken. fast vollst wenig } lock 


Niederschl. Niederschl. Niederschlag Koagulation und klein 
Niedersehla 








Hamoglobin 


Koagulation des 


Tabelle XII. 


lamoglobin (0,66 °oig im Koagulationsgemisch) mit Methylurethan (25 °,ig 
im Koagulationsgemisch) und variierten MgCl,-Konzentrationen 











Mg Cl, Mol i. L. des Gemisches 0,0083 0,083 0,333 
Nach 2 Min t 
—_— Flocken 
30 Flocken, Flocken 
Vergleichs- Niederschlag 
serie , OO fast vollstandige Flocken, 
ohne Koagulation Niederschlag 
l'rethan ‘ 4 Std Flocken ebenso fast vollstandigs 
Koagulation 
20 Flocken. ebenso 
Niederschlag 
» 2 Mn. Flocken : 
15 Flocken, Floecken 
Niederschlag 
— Mit 30 vollstandige vollst indige 
; Koagulation Koagulation 
| Methyl- oe) A he ebense ebense { 
irethan 4 Sta 
ao ae 
(sehr kleine: 
Niederschlag ) 
Tabelle X 111. 
Hamoglobin (0,66°% ig im Koagulationsgemisch) mit Aceton und MgCl, 
Aceton, ccm 1,0 4,0 7,5 7,5 7,5 
MgCl, Moli.L. | 0,0083 0,0083 0,0083 0,333 0.7 
ies Gemisches ’ 
— Nach 2 Min Flocken vollstandige vollstandige 
Koagulation Koagulation 
” « fast vollst Flocken 
Koagulation 
30 ebens Flocken, { ) 
Niederschlag 
} Std fast vollst 
Koagulation 
0 . ebensi 
(sear wenig 
Niederschlag ) 
Tahe lle X/ VY. 
Hamoglobin (0,66 ° ig im Koagulationsgemisch) mit gesaéttigter wiisserige: 
= Mannitlésung und MgCl,. 





Mannitlés., com 
MgCl, Mol i.L. 
des Koag.Gem 


Nach 2 Min. 





— 
a 
24 Std. 


1.0 3,5 7,5 7,5 
; 0,0083 0,0083 0,0083 0,0083 0,333 
at : (--) + ) 
> > , t > + i ) . 
Flocken, Flocken, P+ (+) Flocken 
Niederschl. Niederschl Niedersehlag 
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Tabelle XV. 


Hamoglobin (0,66 °,ig im Koagulationsgemisch) mit 30°, iger Glucoselés 
und MgCl,. 





Glucosel., ccm 1,0 3.5 7,5 7,5 
MgCl, Moli.L. | 
don Eliane 0.0083 0.0083 0,0083 0.0083 0.333 
Nach 2 Min (+) 44.) 4 
15 ” t t ( ) ( 
30 wo { ] 
a EP ee +++ rt : ( ) t 
» 24 Std. Flocken, } - Flocker 
Niederschlag u. Niedersechl. u. Niedersch! Niederse} 


Ein ganz anderes Bild ist im Falle der kapillarinaktiven organische: 
Stoffe (Mannit und Glucose) zu beobachten (Tabellen XIV und X\ 
Diese Stoffe wirken nur etwas stabilisierend, fast ebenso wie Glyceri: 
(1. ¢.). 

Die Tabellen XVI bis XVIII geben die Resultate der Koagulation 
des Hamoglobins mit groBen MgCl,-Konzentrationen in Gegenwart 
von Gemischen aus C,H,OH und Essigester, CH,O0H und Amylalkoho! 
CH,OH und Isobutylalkohol. Es ist zu sehen, daB Amylalkohol und 
Isobutylalkohol (sowie Essigester) auch eine stabilisierende Wirkung 
austiben kénnen, falls nur deren Konzentration und auch die Salz 
konzentration hoch genug ist. In Abwesenheit der Salze haben auch 
diese Gemische keinen koagulierenden EinfluB auf die 2°,ige Hamo 
globinlésung. 

Tabelle XVI. 


Hamoglobin (0,66 °,ig im Koagulationsgemisch) mit CH,OH Isobuty! 
alkohol. Koagulator MgCl,. 





CH,30OH, ccm 7,5 6,5 5,5 4.5 4.5 

Isobutylalkohol, | sas 1.0 20 3.0 3.0 
R ccm ! 

MgCl, Moli.L. | 0.33 0.33 0.33 0,33 0.70 


des Gemisches 


Nach 2 Min. fast vollst. fast vollst. Flocken ; (+) 
Koagulation Koagulation 
“——_ io volistandige ebenso fast vollst 
noagulation Koagulation 
i ME le ebenso vollstandige ebenso sehr wenig (+) 
Koagulation Flocken 
— « " wenig 
Flocken 
24 Std. vollstandige 4 


Koagulation wu. Niederschl. sehr klein« 
Niede rschlag 
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Tabelle XVII. 


famoglobin (0,66°,ig im Koagulationsgemisch) mit 5,5cem CH,OH 
+ 3,0cem Amylalkohol. Koagulator MgCl,. 





MgCl, Mol i. L. | 0,20 0,50 0,20 0,50 
des Gemisches | a ’ ™ 
Nach 2 Min. etwas Flocken ( ) Flocken fast vollstandige 
Koagulation 
30 . ebenso schwer bemerk-  vollstandige vollstandige 
bare Flocken Koagulation Koagulation 
24 Std Flocken, , sehr klein. 
Niederschlag Niederschlag 





5.5 CH,OH + 3,0 Amylalkohol  Vergleichsserie mit 8,5 ecm 
CH,0OH 
Tabelle XVIII. 


Hamoglobin (0,66°,ig im Koagulationsgemisch) mit 5,0 cem C,H,OH 
2,5cem Essigester und variierten MgCl,-Konzentrationen. 





MgCl, Mol i. L. des Koagu- 0.0083 0.083 0.166 0.333 
lationsgemisches 


Nach 2 Min fast vollst fast vollst Flocken 
Koagulation Koeoagulation 
Vergleichs- os) volistandige  vollstandige vollstand Flocken 
serie mit Koagulation Koagulation Koagulat 
7.5 cem s Ow «a fast vollst 
(,H,OH hoagulation 
» 24Std vollstandige 
hoagulation 
2 Min fast vollst Flocken (+)-4 
Koagulation 
5.0 cem , I «= vollstandige fast vollst Flocken 
y Koagulation Koagulation 
C,H,OH 60 she FF] ‘ke 
2.5 cem lke " — Pesseme: 
Essigester Niederschl 
= 24 Sta - ebenso sehr 
kleine? 
Niederschlag 





Die Viskositatsmessungen. 


Es ist eine allgemein bekannte Tatsache, daB die Triibungs- und auch 
die Flockenbildungsgeschwindigkeit von der Viskositat des Dispersions 
mediums in Abhangigkeit stehen muB. In zahen Medien diffundieren die 
kolloiden Teilchen langsamer als in weniger zihen. Es mu daher auch die 
Flockenbildung in Medien mit groBer Viskositaét langsamer gehen, als in 
solchen, deren Viskositét kleiner ist. Um zu entscheiden, welche Rolle 
die Zahigkeit in unseren Stabilisationsfillen spielt, wurde nun die Viskositat 
der relativ stabilsten Gemische gemessen. Diese Messungen wurden mit 
den W.Ostwaldschen Viskosimetern in einem Thermostat bei 25° aus 
gefiihrt. Die Resultate sind in den Tabellen XIX und XX niedergelegt. 
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Tabelle XIX. 


Viskositat der mit organischen Stoffen stabilisierten Gemische (Konz 








tration des Haimoglobins 0,66°,i¢). 4.0 l. 
Zusammensetzung des Gemisches Soqpreatanegne Be weed 
i . i b 
5eem 2%iges Himoglobin + 7.5cem Isopropyl- | ™ 4.30 
alkohol + 2,5cem MgCl, 2m | . 4 
nee OC ‘ 75 
Seem 2%iges Hamoglobin + 7.5cem Aceton | - 
Or ', st klar (+-) 2 
2,5cem MgCl, 4m , klar SA 
5eem 2% iges Hamoglobin + 7.5 cem 59°%ige | kl 1.56 
x . : 56 
Methylurethanlésung + 2.5cem MgCl, 2m | “ 
5ecem 2% iges Hamoglobin + 7,5 cem gesittigte | schwach getribt 15! 
Mannitlosung + 2,5ccm MgCl, 2m (++) . 
5 cem 2%iges Hamoglobin + 5,0 cem C,H,OH | Flock 2 90 
9or . or 7 ~ is Fr io¢e > Sse 
2.5 cem Essigester 2.5cem MgCle 2m | — 
Tabelle XX. 
Relative 


Zusammensetzung des Gemisches Viskositat 


45ccm CH,0H + 3,0cem Isobutylalkohol + 2,5cem MgCl, 4m_,) 4.21 
-5,0cem 2% iges Hamoglobin | oa 

45cecm CH,0H + 3,0 cem Isobutylalkohol + 2,5cem MgCl, 4m |} 2 hd 
-5,0cem H,O ee 

7,5cem CH,;0H + 2,5cem MgCl, 4m+5,0cem HO ..... 2.69 


Aus den Tabellen, besonders aus der Tabelle XIX, ist zu ersehen 
daB die stabilsten Gemische nicht immer auch die héchste Viskositat 
haben. Methylurethan und Mannit erhéhen die Viskositat nicht sehr 
betrachtlich, doch die Koagulationsgemische mit diesen Stoffen sind 
viel stabiler als z. B. im Falle C,H;OH -+- Essigester. Man kann also 
den SchluB ziehen, daB die Viskositat bei den hier erérterten Stabili 
sationserscheinungen nicht die entscheidende, sondern nur eine sekundare 


Rolle spielt. 
Besprechung der Resultate. 


Die Ursachen der sensibilisierenden Wirkung kapillaraktiver 
Stoffe sind schon in der Literatur vielfach besprochen worden. Es 
ist sehr wahrscheinlich, daB der Grund der Sensibilisation in ihrer 
dehydratisierenden Wirkung liegt. Man kann annehmen, daB die 
kapillaraktiven Stoffe von den kolloiden Teilchen adsorbiert werden 
wobei 1. der adsorbierte Stoff den Hydratationsgrad erniedrigt, oder 
wie es auch méglich ist, 2. die Ladung des Teilchens (durch Erniedrigung 
des lonisationsgrades der adsorbierten Ionen) herabsetzt. Im Falk 
des Hamoglobins scheint die Erniedrigung des Hydratationsgrades eine 
gréBere Rolle zu spielen. 
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Bei der Koagulation in Gegenwart von kapillarinaktiven Stoffen 
Mannit, Glucose) herrschen andere GesetzmaBigkeiten. Man kann 
annehmen, daB diese Stoffe von den Hamoglobinteilchen nicht ad- 
sorbiert werden; darum kénnen sie auch keine dehydratisierende 
Wirkung ausiiben und sensibilisieren nicht. Die hier beobachtete 
schwach stabilisierende Wirkung scheint mit der geringen Erhéhung 
der Viskositaét des Mediums in direkter Beziehung zu stehen. 

Es ist aber auch kein Zweifel, daB im Falle der Stabilisation mit 
groBen Mengen des kapillaraktiven Zusatzstoffes und groBen Salz- 
konzentrationen die Viskositét als Erklarungsgrund nicht ausreicht. 
Im Zusammenhang mit den friiher veréffentlichten Versuchen! diirfen 
wir annehmen, da wir hier mit Peptisationserscheinungen zu tun 
haben. Selbst in Abwesenheit des Zusatzstoffes koagulieren Hamo- 
globinlésungen im Falle der Koagulation mit sehr hohen MgCl,-Kon- 
zentrationen langsamer — und die Koagulation ist unvollstandiger — 
als im Falle kleinerer Salzkonzentration (s. auch Tabelle X11). Z. B. im 
Falle der Koagulation mit 1,3 Mol MgCl, im Liter des Koagulations- 
gemisches entsteht eine Triibung erst nach etwa 1,5 Stunden, und 
nach 24 Stunden sieht man viel weniger Niederschlag als z. B. im 
Falle der Koagulation mit 0,2 oder sogar 0,06 Mol MgCl, im Liter des 
(remisches? (diese Versuche sind in den Tabellen nicht angefiihrt). 

Fs ist nun interessant, daB diese Peptisation durch groBe Mengen 
kapillaraktiver Stoffe begiinstigt wird. Diese Stoffe kénnen also eine 
aweifache entgegengesetzte Wirkung ausiiben: 1. sie wirken dehydrati- 
sierend und daher sensibilisierend und 2. stabilisierend, wenn deren 
Menge und die Salzkonzentration groB ist. Im zweiten Falle begiinstigen 
sie die Peptisation, wobei die dehydratisierende Wirkung in den Hinter- 
grund gedrangt wird. 

Zieht man nun noch andere Eigenschaften der genannten Stoffe 
in Betracht, so scheint auBer der Viskositaét noch die Dielektrizitats- 
konstante von besonderer Wichtigkeit zu sein. Alle unter solchen 
Bedingungen stabilisierend wirkenden Stoffe haben eine relativ kleine 
Dielektrizitatskonstante; sie erniedrigen also auch die Dielektrizitats- 
konstante des ganzen Mediums*. Besonders gut ist der EinfluB der 
Dielektrizitatskonstante aus den Tabellen XVI bis XVIII zu ersehen. 
C,H;,OH und CH,OH erniedrigen die Dielektrizitatskonstante des 
Mediums nicht in sehr betrachtlichem MaBe (Dielektrizitatskanstante 


' Siehe besonders Kolloid-Zeitschr. 44, Heft 1, 1928. 
2 Siehe H. Handovsky, Leitfaden der Kolloidchemie, 8. 148 bis 152, 
sowie R. Hober, Physikal. Chem. d. Zelle u. d. Gewebe, VI. Aufl., 8S. 235 


bis 236. 
» 


’ Dielektrizitétskonstante des Wassers 81, des Acetons 2 
des Isopropylalkohols 25. Isobutylalkohol hat 19, Essigester 6. 
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des CH,OH ist 35, des C,H,;OH 26), darum wirken sie auch sensi} 

sierend (CH,OH wirkt unter allen Bedingungen _ sensibilisiere: 

C,H;OH nur im Falle sehr hoher Salzkonzentration und groBer Alkoly 

menge stabilisierend). Amylalkohol, Isobutylalkohol und Essigest 

dagegen erniedrigen die Dielektrizitatskonstante des Mediums stark 
und darum wirken sie in gréBeren Mengen gemischt mit CH,OH 
oder C,H,OH — stabilisierend. 

Nun ist bekannt, daB mit Erniedrigung der Dielektrizitatskonstant. 
der lonisationsgrad der in solcher Lésung befindlichen Salze sink 
und der Assoziationsgrad wachst. Schon in geniigend konzentrierte), 
wasserigen Lésungen kann eine solche Assoziation oder Polymerisation 
der Salzmolekiile stattfinden. Mit Erniedrigung der Dielektrizitats 
konstante wird die lonisationsfahigkeit des Mediums noch weite: 


herabgesetzt, wobei die Assoziation noch begiinstigt wird?!. 

Betrachtet man nun die Stabilisation als einen Peptisationseffekt 
so kann man den SchluB ziehen, daB die aktivsten Peptisatoren nicht 
die freien Ionen, sondern die assoziierten Salzkomplexe sind. 

Diese SchluBfolgerung kann man allerdings nicht als ganz er- 
schépfend ansehen, da solche Systeme von der Elektrochemie noc) 
nicht geniigend durchforscht sind; doch andererseits ist wieder kein 
Zweifel, daB mit Erniedrigung der Dielektrizitatskonstante auch di: 
lonisation beeinfluBt wird. 


Zusammenfassung. 


Koaguliert man Hamoglobin mit KCl und MgCl, in Gegenwart 
von organischen Stoffen, so werden folgende GesetzmaBigkeiten beob 
achtet : 

1. Kapillaraktive Stoffe mit kleiner Dielektrizitatskonstant« 
(Ather, Chloroform, Amylalkohol, Isobutylalkohol, Aceton, Methyl- 
urethan) wirken in kleinen Mengen sensibilisierend. 

2. In gréBeren Konzentrationen .wirken die genannten Stoffe 
a) sensibilisierend, wenn die Salzkonzentration klein ist; b) dagegen 
stabilisierend (Isopropylalkohol, Methylurethan, Aceton; Amyl- und 
Isobutylalkohole in Gemischen mit CH,OH und Essigeste: gemischt 
mit C,H;OH), wenn die Salzmengen groB sind. 

Die siabilisierende Wirkung steht im Zusammenhang mit der 
Erniedrigung der Dielektrizitatskonstante des Mediums, zum Teil 
auch mit der Erhéhung der Viskositat desselben. Die Stabilisation 
kann als Peptisationserscheinung betrachtet werden. Dabei wird dis 
Peptisation durch die Stoffe, die die Dielektrizitaétskonstante des 


1 Siehe dariiber P. Walden, Elektrochemie nichtwasseriger Lésungen 
1924, besonders 8S. 262ff. 
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ediums stark erniedrigen (und die Viskositat erhéhen), ermdglicht 
ler begiinstigt. Es lat sich von hier aus noch ein weiterer Schlub 
hen, daB nicht die freien Ionen, sondern die assoziierten Salz- 
komplexe oder die Salzmolekiile, deren Ionisation durch die Erniedrigung 
r Dielektrizitatskonstante zuriickgedrangt wird, peptisierend wirken 
3. Kapillarinaktive Stoffe (Mannit, Glucose) wirken schwach 
stabilisierend. 


Dem Leiter des Laboratoriums, Herrn Doz. A. Janek, spreche ich 
dieser Stelle meinen aufrichtigen Dank fiir das grobe Entgegenkommen 
wus. das er mir wahrend der Ausfiihrung dieser Arbeit zeigte. Auch Herrn 
Ing. Techn. C. Strenk danke ich fiir die Durchsicht der Arbeit in bezug 
vuf die Richtigkeit der Sprache. 


(Die Untersuchungen werden fortgesetzt.) 











Uber denjEnergiegehalt 
und die: Energiespeicherung; der Pflanzen mit Beriicksichtigung 
ihres Kohlenstoff- undEStickstoffgehaltes. 


Von 
A. Zhorovszky. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenernahrung an der landwirtschaftliche: 
Abteilung der Prager Deutschen Technischen Hochschule in Tetsche: 
Liebwerd.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1927.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wenn wir die griinen Pflanzen vom energetischen Standpunkt« 
aus betrachten, so stellen sie das Ergebnis zweier gegenlaufiger Prozesse 
dar: der Bindung solarer Energie bei der Kohlensaureassimilation 
in chemischer Form und des Freiwerdens eines Teiles dieser Energie 
als Warme bei der Atmung. Da aber in der griinen Pflanze die Synthes« 
bei weitem tiber dem Abbau vorherrscht, schlieBt die Pflanze wahrend 
und nach Beendigung des Wachstums ihre Energiebilanz stets mit 
einem groBen Vorrat an chemisch gebundener Energie ab. Sie stellt 
gleichsam einen Akkumulator solarer Energie dar. Die in den Samen 
enthaltene Energie dient der heterotrophen Entwicklung des Keimlings 
die in den tibrigen Organen der griinen Pflanze gespeicherte Energi 
kommt nach ihrem Absterben den heterotrophen Lebewesen zugute 
und wird schlieBlich in Form von Warme frei. Nur beim Verkohlungs- 
prozeB bleibt sie auf lange Zeit in chemischer Form erhalten, bis auch 
sie durch Verbrennung in Warme transformiert wird. 

Betrachten wir die griine Pflanze im Dienste des Menschen, so 
erkennen wir, daB unsere Kulturpflanzen die einzigen Vermittlerinnen 
der Sonnenenergie fiir Mensch und Tier und somit die Voraussetzung 
fiir sein Leben und seine Vermehrung sind. Aus der groBen Zahl der 
Pflanzen, die unsere Erde besiedeln, griff der Mensch jene empirisc! 
heraus, die, vom energetischen Standpunkte aus betrachtet, hob: 
Kalorienernten in gut verwertbarer Form liefern. Im Hinblick auf div 
Energiespeicherung gibt es aber groBe Unterschiede zwischen de1 
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schiedenen Kulturpflanzen und auch zwischen den Zuchtsorten 
er Pflanze. 

Die in einer Pflanze in chemischer Form niedergelegte Energie 
kann sehr genau mit Hilfe der bei der vollstandigen Verbrennung des 
Pflanzenmaterials auftretenden Warme gemessen werden. Heute 
iegen kalorimetrische Bestimmungen der Verbrennungswirme zwar 
schon in groBer Zahl fiir die verschiedensten Pflanzensubstanzen vor, 
doch fehlt es noch an systematischen Untersuchungen bestimmter 
Fragen dieses Gebietes. Die vorliegende Arbeit, zu der mir die An- 
regung Prof. Dr. K. Boresch gab, kann schon mit Riicksicht auf die 
Langwierigkeit der exakten Einzelbestimmungen nur ein kleiner Beitrag 
zum Problem des Energiegehaltes buw. der Energiespeicherung unserer 
Kulturpflanzen sein und nicht den Anspruch auf Vollstandigkeit erheben 

Es gelangten folgende Fragen zur Behandlung: 

Ist die Kaloritaét (Verbrennungswirme pro 1 g Trockensubstanz) 
der Pflanzensubstanz eine fiir die Pflanzenart in gewissen Grenzen 
charakteristische GréBe? (s. Abschnitt I). 

Wie groB sind die Kalorienverluste, die bei der Trocknung der griinen 
Pflanzen bei Lufttemperatur infolge der weitergehenden’ Atmung 
auftreten, gegeniiber einer verlustlosen Trocknung bei 100°C? (s. Ab- 
schnitt IT). 

Wie Andert sich die Kaloritét und die Energiespeicherung einer 
Pflanze im Verlaufe des Wachstums? (s. Abschnitt I11). 

In direktem AnschluB an die Verbrennung der Pflanzensubstanzen 
erfolgte die leicht ausfiihrbare Bestimmung ihres Kohlenstoffgehalts, 
auBerdem wurde in der Pflanzensubstanz der Gesamtstickstoff er- 
mittelt. Auf diese Weise konnte auch einige Einsicht in das bei Pflanzen 
noch wenig untersuchte Kohlenstoff-Stickstoffverhaltnis gewonnen und 
zum Energiegehalt bzw. zur Energiespeicherung derselben in Beziehung 
gesetzt werden. In diesem Verhaltnis kommen die relativen Anteile 
der Luft- und Bodenernahirung an der pflanzlichen Stoffbiddung zum 
Ausdruck und bei den untersuchten Leguminosen, die durch ihre 
Symbiose mit luftstickstoffbindenden Bakterien vom Bodenstickstoff 
unabhangig sind, konnte dadurch ein Einblick in die relative Ver- 
wertung des ihnen von den Bakterien angelieferten Stickstoffs er- 
halten werden. 

Methodisches. 
Die Bestimmung der Verbrennungswarme erfolgte durch Verbrennung 


der Pflanzensubstanzen in der von Kroeker verbesserten Berthelot-Mahler 
schen Bombe. Der Tiegel der zweiteiligen Stahlbombe! war mit einem 


1 Geliefert von der Firma Vereinigte Fabriken fiir Laboratoriums- 
bedarf, Berlin N. 











124 A. Zborovszky : 


Spezialchromiiberzug versehen, der sich gut bewaéhrt hat; der Decke! 
platiniert. Zur Messung der Temperaturerhéhung des Kalorimeterwa 
diente ein von der P. T. R. gepriiftes Prazisionsthermometer mit 0,01" 
Teilung; die tausendstel Grade wurden mit Hilfe einer Lupe gescha 
Der nach dem Lindeverfahren hergestellte Sauerstoff wurde, auf 20 A: 
Arbeitsdruck reduviert, einem Stahlzylinder entnommen. Die Ausfiihru 
der Verbrennung erfolgte nach den Methoden, wie sie fiir die Kalorimet 
organischer Substanzen itiblich sind!. Die Eichung des Instruments? wuri| 
durch Verbrennung von Benzoeséure*, Rohrzucker und Naphthalin vor 
genommen; die einzelnen Resultate ergaben hierbei eine gute Uber 
stimmung (Differenz unter 2° ,,). Die Strahlungskorrektur wurde nach «) 





Langbeinschen Formel ermittelt*; auBer dieser wurde noch eine Korrekt i) 


fiir den angewandten Ziinddraht in Rechnung gesetzt. Von weiter 
Korrekturen wurde sowohl bei der Wasserwertbestimmung, wie auc! 
bei der Ermittlung der Verbrennungswirmen Abstand genomme) 
Von den Verbrennungsprodukten wurde die Kohlensdure als gasférn 
das Wasser als fliissig eingesetzt. Die Asche wurde von der Einwa 
nicht in Abzug gebracht. Die pulverisierte, lufttrockene Pflanzensubsta: 
mit bestimmtem Wassergehalt etwa 1,0 bis 15g gelangte, in ein 


Pastille gepreBt, zur Verbrennung; eine Ausnahme bildeten die dlhaltige: 
Samen des Sommerriibsens, die lose im Verbrennungsschiffchen (Plat i 


schalchen) verbrannt wurden. Die Verbrennung war vollkommen (vgl. hierzu 


auch den Abschnitt I dieser Arbeit), bis auf zwei Ausnahmen: Inkarnat 
klee (1925) und Wundklee (1925) lieferten eine Schlacke, die deutlichy 
Einschliisse unverbrannter Partikelchen aufwies, so das die hier gefundene: 
niedrigen Werte mdglicherweise durch die nicht ganz vollkommene Ve: 
brennung zustande kamen. Verschiedene, diesen Pflanzenmaterialic: 


zugesetzte Hilfssubstanzen (z. B. fliissiges Paraffin. Benzoesiure, Naphthalin, 


Kaliumnitrat, Kaliumchlorat, Bimsstein), die die Verbrennung begiinstige: 
sollten, vermochten ebensowenig wie die Verbrennung der lose eingeschiitteter 
Substanz diesem Ubelstand abzuhelfen. Mangel an Substanz hinderten, 
weitere Versuche vorzunehmen bzw. den Grund der schweren Brennbarkeit 
zu ermitteln. 

Sofort nach der Verbrennung wurde die Bestimmung des Kohlenstofts 
vorgenommen, indem die in Chlorealciumtiirmen get rockneten Verbrennungs 


' H. Jiiptner, Lehrb. d. chem. Techn. d. Energien 1, 94, Leipzig 1905 
P. Hari, St. Weiser, Kalorimetrische Verbrennungen, in Abderhaldens 
Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 1, 658, 1910; W. Glikin, Kalorimetrisch« 
Methodik, Berlin 1911; D. Aufhduser, Feste und fliissige Brennstoffe, in 
Lunge, Berl: Chemisch-technische Untersuchungsmethoden 1, 415, Berli 
1921; W.A. Roth, Kalorimetrie organischer Verbindungen, in J. Houben. 
Weyl: Die Methoden der organischen Chemie 1, 913, 1921; W. A. Roth, 
Die Bestimmung der Verbrennungswarme und ergaénzende thermochemisclh« 
Messungen, in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. I 
Teil 2, S. 192; W. Klein, M. Steuber, Die Kalorimetrie, in Abderhaldens 
Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Teil 10, Heft 5, 1926. 
2 W.A. Roth, Die Eichung von Verbrennungskalorimetern und dix 
internationale Festsetzung der Eichwerte. Die Naturwiss. 32, 652, 1924 
* Kahlbaumpraparat fiir kalorimetrische Bestimmungen,  gepriift 
von Prof. Dr. P. E. Verkade. 
* Langbein, Journ. f. prakt. Chem. 1889, 8. 518. 
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.e durch gewogene Kaliapparate geleitet wurden'. Kontrollbestimmungen, 
i denen Substanzen mit bekanntem Kohlenstoffgehalt verbrannt wurden 
‘enzoeséure), haben gezeigt, da die Absorption vollkommen war, falls 
un die Verbrennungsgase in ma&Biger StrO6mung durch zwei hintereinander 
schaltete Kaliapparate etwa 2 bis 3 Stunden, zuletzt unter Erwarmung 
yr Verbrennungsbombe leitete; die aus den Kaliapparaten mitgerissenen 
Wasserdimpfe wurden in dahinter geschalteten gewogenen U-Roéhren an 
hwefelsauregetranktem Bimsstein absorbiert und mitgewogen. 


Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl ermittelt. Die Bestimmung 
wurde auf halbmikroanalytischem Wege durchgefiihrt. Dabei wurden die 
Vorschriften der Mikroanalyse befolgt*, mit entsprechenden Abanderungen 
ind Werte erhalten, die mit der probeweise durchgefiihrten makro 
malytischen Stickstoffbestimmung befriedigend itibereinstimmten. Als 
fiterfliissigkeiten wurden Schwefelsaure und Natronlauge in n/ 10 Lésungen 
verwendet, als Indikator Methylrot. Eingewogen wurde 0,3 g Substanz, 
lie mit etwa 6 bis Scem konzentrierter Schwefelséure aufgeschlossen 
wurde unter Kaliumsulfat- und Quecksilberzusatz; nach dem Klarwerden 
erfolgte ein weiterer Zusatz von 2 bis 3 Tropfen Alkohol, wonach dann 
weiter aufgeschlossen wurde bis zum neuerlichen Farbloswerden der Fliissig 
keit. Das entstandene Ammoniak wurde nach Zusatz starker Natronlauge 
nd Kaliumsulfid abdestilliert. Die Bestimmungen wurden stets doppelt 
durehgefiihrt. 


I. Vergleichende Untersuchung von Pflanzen verschiedener Jahrgiinge. 


Zur Untersuchung der Frage, ob eine Pflanzenart eine ihr eigentiimliche 
Verbrennungswarme besitzt, dienten durchweg Leguminosen, und zwar 
Inkarnatklee, Rotklee, Bokharaklee und Wundklee, die in den Jahren 1924, 
1925, 1926 stets zur gleichen Zeit (am 8. Mai) feldmaBig angebaut worden 
waren. Infolge der Verschiedenheit der Witterungsverhaltnisse in diesen 
Jahren muBte die Wachstumsdauer verschieden lang ausgedehnt werden, 
um die Pflanzen in einem annahernd gleichen Entwicklungsstadium 


beginnende Bliite zu ernten; sie betrug 
im Jahre 1084. ...... .-+« SB Tage, 
: 99 Ps he & & oe ee “os 
DS se wm ce ee 


Nur der raschwiichsige Bokharaklee war, besonders im Jahre 1925, 


in der Entwicklung stark fortgeschritten. Der Anbau erfolgte in allen Jahren 
auf dem gleichartigen Boden (sandiger Lehm) des Versuchsfeldes. Zur 
Untersuchung gelangten nur die oberirdischen Pflanzenorgane in ihre 
Gesamtheit; die Wurzeln wurden zur Untersuchung nicht herangezogen 


1 4. Classen, Ausgewahlite Methoden der analytischen Chemie 2, 653. 
1903; E. P. Treadwell, Kurzes Lehrbuch der analytischen Chemie 2, 352. 
1923; F. Wahnschaffe, F. Schucht, Wissenschaftliche Bodenuntersuchung, 
8. 57, Berlin 1924; W. Glikin, 1. c. S. 92. 

2? F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, 5. 113if.. 
Berlin 1923; Lunge, Berl, Chemisch-technische Untersuchungsmethoden 
1, 390, 1921. 
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Die Pilanzenproben wurden in Papierdiiten frei aufgehingt an der | 
getrocknet; die lufttrockene Probe wurde dann staubfein gemah!ey 
und diente zur Untersuchung der Trockensubstanz, der Verbrennunys 
wirme, des Kohlenstoff- und Stickstoffgehalts (durehgefiihrt im Jahr 
1926). 

Die auf 1g Trockensubstanz umgerechneten Analysenresultate, i: 
in der folgenden Tabelle mitgeteilt sind, stellen Mittelwerte aus zwei cut 
iibereinstimmenden Parallelbestimmungen vor. Nur die eingeklammerte: 
Werte fiir Inkarnatklee (1925) und Wundklee (1925), bei denen eine v: 
staindige Verbrennung nicht erzielt werden konnte, sind unsicher und 
stellen die aus den zahlreichen Verbrennungen erhaltenen Héchstwert 
vor. Sie wurden beim Inkarnatklee im Gemisch mit Benzoesaéure erzie|t 
(auf 4 Teile Pflanzensubstanz 6 Teile Benzoeséure), beim Wundklee durch 
lose Verbrennung der Substanz. Die eingeklammerten Werte liegen jedoc! 
so tief, daB sie kaum als richtig angesehen werden kénnen. 











Tabelle I. 
1 g Trockensubstanz enthalt 
mo Pflanze - Kohlenstoff Stickstoff CN 
g & 

Inkarnatklee. . . 3489.23 0,3632 0,0334 11 

1924 } Rotklee. .... 4114.58 0.4279 0,0361 12 
= Bokharaklee . . . 4230.63 0,4269 0,0463 9 
Wundklee. ... 3423.78 0,3599 0.0366 10 
Inkarnatklee. . . (2901,86) (0.3010) 0,0260 (12) 

1925 { ae 3342.59 0,3499 0,0358 10 
_ l Bokharaklee. . . 4307,01 0,4389 0,0389 11 
Wundklee. ... (3189,85) (0,3344) 0,0276 (12) 
Inkarnatklee. . . 3688,29 0,3685 0,0365 10 

1926 { Metkie®. . . s« 3902.05 0,3799 0,0384 10 
- | Bokharaklee. . . 4088,50 0.4221 0,0284 15 
Wundklee. . .. 3571,96 0,3476 0,0321 11 


Die Zahl der Untersuchungen ist zu gering, als dab man aus ihnen 
weittragende Schliisse ziehen kénnte. Auch wurde hier noch nicht auf div 
Bedeutung einer raschen Unterbrechung der Atmung beim Trocknen (siehy 
Abschnitt II) geachtet. Immerhin sei folgendes hervorgehoben. 

Die Kaloritét einer Pflanzenart annaéhernd gleichen Entwicklungs 
zustandes weist in den untersuchten Jahrgingen Unterschiede auf. 
Sie betragen bei Ausschaltung der eingeklammerten Werte (Tabelle | 
im Maximum 


bei Inkarnatklee........ &5,39% 
git <is¢ «acste a: @ + +) ae oe 
Dommegemmee . «we te sc KOT 
a A 


des bei jeder Pflanze beobachteten Héchstwertes. Ahnliche Schwankunge: 
weist auch der Gehalt an Kohlenstoff und Stickstoff in 1 g Trockensubstanz 
auf, wie die folgende Zusammenstellung zeigt: 
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_— anernne ree 
Inkarnatklee. ..... 1,44 28,77 
SS ee 18,25 6,77 
Bokharaklee. . . .. . 3,82 338,66 
Wundklee. ... a 3,42 24.59 


Die Schwankungen des Kohlenstoffgehalts und der Verbrennungswarme 
lassen eine gewisse Parallelitat erkennen, eine solche ist hingegen zwischen 
Kaloritét und Stickstoffgehalt nicht zu verzeichnen. 

Innerhalb eines Jahrgangs weist jeweils der Bokharaklee den héchsten 
Verbrennungswert auf und der Wert von 4307 cal fiir den Jahrgang 1925 
war der innerhalb der ganzen Versuchsreihe beobachtete Héchstwert. 
Niedrige Werte weisen die Wundkleeproben auf; Rotklee und Inkarnatklee 
liegen mit ihren Verbrennungswarmen zwischen diesen beiden Grenzwerten. 
Die hohe Kaloritét des Bokharaklees (1925) kénnte zum Teil damit zu 
sammenhangen, dai er in einem etwas fortgeschritteneren Entwicklungs 
stadium als die anderen Pflanzen geerntet wurde (vgl. Abschnitt I11). 

Ordnen wir die in TabelleI enthaltenen Werte nach _ steigender 
Kaloritat an: 





& i 
Jahrgang Pflanze cal , P 
1925 memes ok 33438 0.3499 0.03858 
1924 Wundklee .... 3424 0,3599 0.0366 
1924 Inkarnatklee . . . 3489 0.3632 0.0334 
1926 Wundklee . , 3572 0.3476 0.0321 
1926 Inkarnatklee yo 3688 0,3685 0.0365 
1926 Rotklee ..... 3902 0,3799 0,0384 
1926 Bokharaklee .. . 4088 0.4221 0,0284 
1924 ee 4115 0,4279 0.0361 
1924 Bokharaklee ; 4231 0).4269 0,0463 
1925 . f 4307 0.4889 0.0389 


so ersieht man, da annéhernd parallel mit der Kaloritaét der prozentuelle 
Gehalt der Trockensubstanz an Kohlenstoff ansteigt. Hier scheint ein 
urséchlicher Zusammenhang zu bestehen, wahrend der Stickstoffgehalt 
keine so deutliche Beziehung erkennen laBt. 

Die immerhin ziemlich gleichférmige Anderung des Kohlenstoff 
und Stickstoffgehalts fiihrt dazu, daB sich das, Kohlenstoff-Stickstoff- 
verhaltnis bei den verschiedenen Arten nicht sehr unterscheidet. Lunde 
gardh* fiihrt fiir Leguminosen das Kohlenstoff-Stickstoffverhaltnis mit 25 
an, im Gegensatz zu anderen Pflanzen, wo es 40 betragen soll. Wir finden 
ein noch engeres Verhaltnis bei den von uns untersuchten Leguminosen. 

Vergleichen wir die Verbrennungswairmen der hier untersuchten 
Pflanzen, die sich gesichert zwischen den Werten von 3343 bis 4307 cal be 
wegen, mit den Verbrennungswerten der wichtigsten Pflanzenstoffe, so 
erkennen wir, daB die fiir die untersuchten Pflanzen ermittelten Werte 
sich denjenigen der Kohlehydrate néhern, sie bleiben jedoch vielfach 


1 H. Lundegardh, Klima und Boden, 8. 323. Jena 1925. 
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unter den Werten der Cellulose (4185 cal) und der Starke (4182 cal), sel! 
verstandlich erst recht unter dem der Ejiweifstoffe (iiber 5000 cal) 

Fette (iiber 9000 cal); zweifellos sind daran die in den Pflanzen enthalt« 
Aschenstoffe beteiligt, die nach Roth zweckmaBig in Abzug zu brin 
gewesen waren, vielleicht auch organische Stoffe niedriger Kaloritat 

z. B. manche Aminosduren. 


Il. Verluste, welche bei der Trocknung der Pflanzen an der Luft auftreten, 


Wie aus zahlreichen Untersuchungen! hervorgeht, ist die natiirlichy 
Trocknung abgeernteter Pflanzen an der Luft, wie sie etwa in der land 
wirtschaftlichen Praxis bei der Diirrheubereitung durchgefiihrt wird, mit 
Trockensubstanzverlusten verbunden, die im allgemeinen um so grébe; 
sind, je wasserreicher die zu trocknenden Pflanzen sind, je langer di 
Trocknung dauert und je héher die Lufttemperatur ist. Diese Verlust 
werden durch die in den abgeernteten Pflanzen noch langere Zeit vor sic} 
gehende Atmung verursacht. Was die GréBenordnung dieser Atmunygs 
verluste anbelangt, so beobachtete Fleischmann solche bis zu 19°, de: 
Trockensubstanz. Dabei werden in erster Linie Kohlehydrate veratmet, 
doch konnte mehrfach festgestellt werden, daB dabei auch die stickstoft 
haltigen Bestandteile der Pflanzen eine Verminderung erfahren. Aut 
Grund unserer heutigen Einsicht? ware hier in erster Linie an Stickstoff 
verluste in Form von Ammoniak zu denken, das beim oxydativen Abbau 
der proteolytisch gebildeten Aminosauren infolge Hemmung der synthetische 





Prozesse entsteht. 

Wir bemiihten uns, diese Atmungsverluste auch ihrer Kaloriengrél: 
nach zu erfassen und bedienten uns, wie in den oben angefiihrten Arbeiten, 
zur Ermittlung der urspriinglichen Trockensubstanz der Trocknung in 
Trockenschrank bei 100°C, um die Atmung so rasch als méglich zu unter 
brechen. Den Feldbestaénden der zu untersuchenden Pflanzen wurden }: 
zwei Proben entnommen. Die eine, Probe ,,A‘“, wurde in Stiicke von etwa 
15 bis 20cm Lange zerschnitten und sofort in den auf 100°C angeheizte: 
Trockenschrank gebracht. Nach 4 Stunden wurde die Probe herausgenommen 
und, falls es noch notwendig war, an der Luft weiter getrocknet. Die zweit« 
Probe ,,B‘* wurde dagegen in durchlécherten Papierdiiten frei aufgehangt 
und zur Abhaltung des Regens unter einem Schutzdach der Trocknung be: 
Lufttemperatur unterworfen. Zwecks Bestimmung der Fehlergrenzen 
wurde jede der beiden Proben in vier anria&hernd gleiche Teile zerlegt (etwa 
je 100 bis 150g Frischgewicht) und die weitere Verarbeitung dieser Teil 
getrennt vorgenommen. 





1 A. Morgen, C. Berger, &. Westhduser, Landw. Versuchsst. 75, 321, 
1911; F. Fleischmann, ebendaselbst 76, 237, 1912; F. Honcamp, ebendaselbst 
86, 216, 1915; 100, 79, 1922; J. Ahr und Chr. Mayr, Fiihlings landw. Ztg 
66, 185, 1917; G@. Wiegner, E. Crasemann, M. Kleiber, Landw. Jahrb. det 
Schweiz 1923; G. Wiegner, E. Crasemann, J. Magasanik, Landw. Versuchsst 
100, 143, 1923; E. Crasemann, ebendaselbst 102, 154, 1924; F. Giesecky 
ebendaselbst 104, 109, 1924; Derselbe, Journ. f. Landw. 74, 231, 1926 

2 W. Palladin und M. Iwanojff, diese Zeitschr. 42, 235, 1912; W. Palla 
din, ebendaselbst 18, 163, 1909; N. Prianischnikow, Ber. d. deutsch. bot 
Ges. 40, 242, 1922; diese Zeitschr. 150, 407, 1924; K. Mothes, Planta | 
472, 1926; Ber. d. deutsch. bot. Ges. 45, 472, 1927; N. Prianischnikou 
Ergebn. d. Biol. 1, 441 ff., 1926; A. Kiesel, ebendaselbst 2, 281 ff., 1927 
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Zur Untersuchung 


gelangten vier feldmabBig 


angebaute Pflanzen 


iinglisches Raygras, Griinmais, Rotklee, Luzerne. Die Probenahme und 
aher auch die Trocknung erfolgten zu verschiedenen Zeiten; weil damit 
die Bedingungen der Lufttrocknung jedesmal andere waren, kénnen die 


irgebnisse nicht 
ler einzelnen 
Beziehung gesetzt werden. 


Pflanzen 


ohne weiteres miteinander verglichen 
lediglich zum Woassergehalt det 
Der Entwicklungszustand und das Erntedatum 


der untersuchten Pflanzen ist im folgenden angefiihrt: 


Raygras, zum Teil noch bliihend . . am 


Mais. zum Teil schon bliihend . .. ,, 
Rotklee, bliihend .. 


Luzerne, bei beginnender Bliite . 


o ©... 6 or 


19. Juni 1926; 
9. und 11. August 1926; 
9. Juli 1926; 


13. August 1926. 


und 
Frischprobe in 


die Verluste 


Die Trockensubstanzverluste im Mittel der vier Teilproben mit ihren 
wahrscheinlichen Fehlern gibt die Tabelle I] an. 


Tabelle II. 





100 g Frischsubstanz ergab 
g Trockensubstanz 


= 


Trockensubstanzverluste 


Pflanze °C ge- bei Luft _ 
bei 100°C ge temperatur ge- in @ Trocken- Trockensubstanz 
trocknet x 
Rete & trocknet substanz der 
robe : Probe B Probe A 
Raygras ..  28,18+0,14 | 2569+ 0,21 249 + 0,25 8,85 
Mais. ..... 1219+40,40 968 +040 2,51 + 0,56 20,59 
Rotklee 15,97 + 0,08 14,12 £ 0,12 |) 1,85 + 0,14 yo 
Luzerne 23,71 +0,34 2068+ 0,22 3,03 + 0,40 12,78 


Diese Zusammenstellung zeigt, daB bei der Trocknung bei Lufttempe 
ratur Substanz verloren gegangen ist, wie das zu erwarten war. Trotz der 
Verschiedenheit der Pflanzen und den Bedingungen der Lufttrocknung 
lassen die Prozentzahlen erkennen, daB die Trockensubstanzverluste im 
allgemeinen um so gréBer sind, je wasserreicher die Pflanze bei der Ernte 
war'. Der GréBenordnung nach liegen sie innerhalb der Grenzen, wie sie 
z. B. Fleischmann (\. c.) angibt, bis auf die Maispflanze, bei der von uns 
noch etwas héhere Verluste beobachtet wurden. Diese sind wohl in erster 
Linie durch ihren hohen Wassergehalt und durch die ungiinstige Trocknungs 
mdéglichkeit der starken Stengelteile an der Luft bedingt, die im Gegensatz 
zu der bei 100° C getrockneten Probe weder zerstiickelt noch der Lange nach 
gespalten wurden. 

Tabelle III bringt die erhaltenen Verbrennungswarmen im Mittel de 
vier Teilproben (mit den wahrscheinlichen Fehlern) umgerechnet auf | g 
Trockensubstanz. 


Aus diesen Zahlen ist zu ersehen, da8 der Kaloriengehalt pro |g 
Trockensubstanz in den an der Luft getrockneten Proben durchweg kleiner 
ist als in den bei 100° C getrockneten und da8B diese Abnahme wiederum in 
Beziehung zum Wassergehalt der frischen Pflanzen steht. 


1 Giesecke, |. c., 1926. 
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Tabelle Il. 





Verbrennungswarme pro | g 


Tondamenieena Kalorienabnahme 


Pflan der bei Luft: a 

ze der _ 100 temperatur ge- pro 1g Trocken: en o der 
getrockneten trockneten substanz in cal aloritat 

Probe A Probe B Probe A 
Raygras , . 4223.50 + 4,51 4162,08 +10,07 61,42 + 11,03 1,45 
Mais. . . . .  4270,23 + 35,52 4002,95 + 33,46 267,28 + 48.79 6,26 
Rotklee . . . 4428.08 + 6,58 4284.88 +1263 143,20 + 14,24 3,23 
Luzerne . . . . 4852,00 +10,15 4230.33 + 4,22) 121.67 + 10,99 2,79 


Die Resultate der angeschlossenen Kohlenstoff- und Stickstoffanalyse: 
bringt Tabelle LV. 


Tabelle IV. 





In 1 g Trockensubstanz 


PA : der bei 100° C getrockneten der bei Lufttemperatur getrocknete: 
_ Probe A Probe B 
g Koblenstoff |g Stickstoff. C/N g Kohlenstoff g Stickstof 


Raygras. 0,4323 + 0,0019 | 0,0113 + 0,0001 38 0,4268 + 0,0005 0,0112 + 0,0000 3 
Mais . . 0.4273 + 0,0027 | 0,0217 + 0,0001 20) 0,4151 + 0,0089 0,0230 + 0,0002 
Rotklee . 0,4575 + 0,0003 0,0285 + 0,0001 16 0.4391 + 0,0007 0,0281 + 0.0001 


Luzerne. 0,4500 + 0,0007 0,0218 + 0,0002 21 0,4398 L 0.0018 0.0214 £ 0.0001 2 


s 


Ts 


t 
i 





Abnahme 
Pflanze pro 1g Trockensubstanz tm °/>5 des Gehalts der Probe A a: 
g Kohlenstoff g Stickstoff i Kohlenstoff 7 ~~ Stickstoff 
Raygras. .. . 0,0055 0,0001 1,27 0,88 
Fae 0,0122 0,0013 (Zunahme!) 2.85 5,99 (Zunahox 
Rotklee . . - 0,0184 0,0004 4,02 1,41 
Luzerne... . 0,0102 0,0004 2,27 1,83 


Die Trockensubstanz der an der Luft getrockneten Proben weist 
durchweg einen geringeren Gehalt en Kohlenstoff und in der Regel auch 
an Stickstoff auf. Eine Ausnahme bildet nur die Maispflanze, bei der di 
an der Luft getrocknete Probe stickstoffreicher ist als die bei 100°C ge 
trocknete Probe. Demzufolge andert sich nur beim Mais das Kohlenstoff 
Stickstoffverhaltnis mit der Trocknungsart. Die Stickstoffverluste stehen 
ihrer GréBenordnung nach in guter Ubereinstimmung mit den anderwarts 
beobachteten Verlusten (vgl. FuBnote auf 8S. 131). 


Wiirde beim langsamen Trocknen lediglich eine vollstandige Ve1 
brennung eines Teiles der vorhandenen Kohlehydrate bis zu Kohlensaure 
und Wasser erfolgen, so miiBten die stickstoffhaltigen Substanzen eine 
relative Anreicherung erfahren und der Stickstoffgehalt in 1 g Trocken 
substanz kénnte zunehmen. Eine solche Zunahme ist aber nur bei der 
Maispflanze zu verzeichnen; wiirde der Stickstoff hier lediglich in Form 
von Eiweibstoffen zunehmen, die gegeniiber den Kohlehydraten kohlenstoft 








Lime 
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id energiereicher sind, dann sollte sich auch der Kohlenstoff- und Kalorien 
halt pro 1g Trockensubstanz erhéhen. Beide nehmen aber, auch beim 
Mais, durch die langsame Trocknung ab; mutmaBlich entstehen hier wahrend 
r langsamen Trocknung energieairmere Abbauprodukte der Eiweibstoffe. 
Die Erklarung fiir die allgemein wahrzunehmende Abnahme des Kohlen 
toffgehaltes und der Kaloritat kénnte in der relativen, durch das teilweise 
Verschwinden organischer Substanz bedingten Anreicherung an Aschen- 
toffen oder an solchen Verbindungen gesucht werden, die sauerstoffreich 


nd und nur einen geringen Energiegehalt besitzen. Es ist aber auch 
ioglich, daB solche Verbindungen erst beim langsamen Trocknen, z. B. 
lurch unvolistaéndige Oxydationen gebildet werden. Auf Grund der von 


ins erlangten Daten laBt sich nicht entscheiden, auf welche chemischen 
Vorgange im einzelnen diese Verschiebungen in der elementaren Zusammen- 
setzung der Pflanzensubstanz unter dem EinfluB der Trocknungsart zuriick- 
pufiihren sind!. Die Stickstoffabnahme kénnte, wie erwahnt, dort, wo sie 
festgestellt wurde, wenigstens zum Teil, mit dem oxydativen Abbau von 
EiweiBstoffen und ihren Abkémmlingen in Zusammenhang gebracht werden, 
wobei fliichtiges Ammoniak auftreten kann. 

Da wir annehmen diirfen, daB sich die Trockensubstanz der frischen 
Probe durch das Trocknen bei 100° C infolge der sofortigen Unterbrechung 
der Atmung in ihrem Gehalt an Kalorien, Kohlenstoff und Stickstoff 
nicht geaéndert hat, entsprechen die pro 1 g Trockensubstanz der bei 100° C 
getrockneten Probe gefundenen Werte fiir Kaloritaét, Kohlenstoff- und 
Stickstoffgehalt den Gehaltszahlen fiir die Trockensubstanz der Frischprobe 
selbst. Fiir die Berechnung der Gesamtverluste, die 1 g der Trockensubstanz 
der urspriinglichen Probe erleidet, kénnen wir daher folgende Uberlegung 
anstellen. 

Wenn 100 ¢ Frischprobe bei 100°C getrocknet ,,@°° Gramm Trocken- 
substanz liefern von der Kaloritaét ,,A‘, bei Lufttemperatur getrocknet 
dagegen nur ,,a“* Gramm von der Kaloritaét ,,4°, so berechnet sich der 
Gesamtverlust an Kaloritét pro 1g der urspriinglichen Trockensubstanz 
wie folgt: 

KG —kq ( 
G Go 

Dieselbe Uberlegung gilt auch fiir die Verluste an Kohlenstoff und 
Stickstoff bei der Umrechnung der entsprechenden Analysenresultate ; 
die Formeln gestalten sich folgend: 

CG—ca c NG nq 


’ 3 =" ng 
: ( g und . N\— -—- 
G GQ G G 


Es bedeuten: C Gehalt an Kohlenstoff der Probe A 


c - o” B 
N - » Stickstoff ee es A 
n sie “a - - a B 


Die auf 1g Trockensubstanz der urspriinglichen Probe A bezogenen 
Gesamtverluste der bei Lufttemperatur getrockneten Probe B_ bringt 


! EinfluB der Trocknungstemperatur auf die Stickstoffverbindungen 
pflanzlicher Gewebe: K. P. Link und E. R. Schulz, Journ. Amer. Chem. 
Soc. 46, 2044, 1924. 


Q* 
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bezo 


Tabelle V, in der diese zum besseren Vergleich auch in Prozenten 
auf den Gehalt der bei 100°C getrockneten Probe angegeben sind. 
der Tabelle ist auch der Trockensubstanzgehalt der urspriinglichen P: 
zum Vergleich angefiihrt. 

Tabelle V. 





Die Trocknung bei Lufttemperatur bedingt Veriuste 





Trockens pro lg der urspriinglichen Trockensubstanz ar 
substanz- bei 100 g — = auaneinnte 
Pflanze gehalt in °/9 Frischgewicht Kaloritat Kohlenstoff Stickstoff . 
der frischen g Trockens || in cal in g in g CN 
robe substanz ko cg na des 
G—a K-—-— C-— = WN « Verlustes 
’ G G G 
Raygras . 28,18 2.49 429.2 0,0432 0,0011 39 
Mais . . 12,19 2.51 1091,5 0,0977 0,0034 29 
Rotklee . 15,97 1.85 639,4 0,0693 0,0037 19 
Luzerne . 23,71 3,03 662,3 0,0664 0,0031 21 
Die Gesamtverluste betragen in °/, 
_— der ursprunglichen des urspriinglichen 
Trocken- , || Kohlenstoff- ~~ Stickstof 
substanz Kaloritat gehalts gehalts 
Raygras . 8,83 10,2 10.0 9,7 
NE eee ace 20,59 25,6 22.9 15.7 
Rotklee . ... 11,59 14,4 15,1 13,0 
Luzerne . 12,78 15,2 14,7 14,2 
Betrachten wir die in der zweiten Halfte der Tabelle mitgeteilte: 


prozentischen Verluste der urspriinglichen Trockensubstanz, der Kaloritat. 
des Kohlenstoffs und des Stickstoffs fiir jede Pflanze gesondert, so zeigt 
sich unerwarteterweise, daB die genannten GréBen in einem angenaéhert 
gleichen AusmaB von den Verlusten betroffen werden. Das kommt auc! 
darin zum Ausdruck, daB das Kohlenstoff-Stickstoffverhaltnis 
Verlust geratenen Anteils, abgesehen vom Mais, ziemlich das gleiche ist 
wie in der bei 100°C getrockneten Probe A (Tabelle IV). Entsprechend 
den ziemlich gleichen prozentischen Verluster an Kohlenstoff und Sticksto/| 
miissen wir also schlieBen, daB im allgemeinen durch die Trocknung bei Luit 
temperatur die stickstoffhaltigen, wie auch die stickstofffreien Bestandteil: 
in einem angendhert gleichen AusmaB eine Verringerung erfahren. Vielleicht 
besteht eine Art Kopplung zwischen der Veratmung von Kohlehydraten 
EiweiBstoffen. 


des it 


und 


Untersuchung der Pflanzen in aufeinanderfolgenden 
Wachstumsperioden. 


Zur Untersuchung gelangten vier Pflanzen des Erntejahres 1926 
Sommerriibsen, Pferdebohne, Kartoffel und Hafer, die durchweg feldmabBig 


angebaut wurden. Die Aussaat bzw. das Legen der Kartoffeln erfolgte 


bei Sommerriibsen am 10. Mai 
“(EES 6k he i we er ee HE ts 
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In 1 g Trockensubstanz Trocken- Eine Pflanze speichert 
substanz- 
Nach Entwicklungs: Kohlens Sticks gehaltein Kohlen- Stick. 
agen stadium cal stoff stoff CN Pflanze cal stoff stoff 
8 8 N 8 & 
23 tres coent 3815.00 0.3801 0.0527 7 0,02 76 0.0076 0.0011 
cm hocn 
40 eT 4151.90 0.4545 0.0855 18 0.14 581 0.0686 0.0050 
51 Blihend 4330.40 0.4359 0.0290 15 0,19 823 0.0828 0,0055 
38 Fruchtbild. 4325,10 0.4416 | 0,0208 21 0.30 1298 0.13825 0.0062 
- ve cael 4620,75 0,4562 0,0196 23 0,38 1756 | 0,1738  0,0074 
‘ > Pe >| ic 
74 [Mit reifen \" 4818.01 0.4578 0,0229 20 0,54 2602 | 0,2472 0.0124 
amen 
Tabelle Vil. 
Pferdebohne. 
In 1g Trockensubstanz Trockens Eine Pflanze speichert 
; substanz- - 2 
Nach || Entwicklungs- Kohlens  Stick- ehalt ein Kohlens Stick« 
8 
Tagen stadium cal stoff sto CIN Pflanze cal stoff stoff 
8 N 8 8 8 
5 | —— | 4354,70 0.4403 0,0334 18 2,77 12062 1.2196 0.0926 
6S Blihend 4376.90 0.4562 0.0350 138 7.50 82826 3.4215 0,2625 
79 CRerery 4396,60 0.4562 0.0328 14 10,68 46956 4,8722 0,35038 
‘ruc al. 
92 Ebenso 4521.60 0.4635 0.0823) 14 15,63 70673 7.2445 0,5049 
100 oe 4451,60 0.4529 0,0332' 14 24,17 (107595 10,9466 0,8024 
( 
117 Ebenso 4461.70' 0.4518 0.0832 138 39.06 174274 17,6473 1.2968 
Tabelle Vill. 
Kartoffel. 
In 1 g Trockensubstanz Trocken- Eine Phlanze speichert 
_—_—___— substanz- 
Nach  Entwicklungs- Kohlens| Sticke _, gehaltein. Kohlens Stick 
Tagen stadium cal stoff stoff Z Pflanze cal stoff stoff 
N iy of 8 g 8 
3Y : 3790,54 0.3809 90,0564 7 3,62 13722) 1,3790.0,2042 
56 — 3824.27 0.3897 0.0498 8 11,12 42526 4,3335.0.5538 
84 ee) 4077,22 0,4263 0,0364 12 31,26 127453, 13,3261 1,1378 
13 | a | 4208.69 0.4413 0.0196 23 158,70 667919, 70,0343 3,105 
it » 
142 | Mit reifen-| 4346 47 0.4573 0,0165 28 385,32 1672470 176,2068 6,3578 


{den Knollen| 
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Tabelle IX. 





Hafer. 
In 1g Trockensubstanz Trockens Ein Halm speichert 
N Entwick! substanz- 
r ach Entwicklungss Kohlens Sticks gehaltein Kohlens Stick 
agen stadium cal stoff stoff CN. Pflanze cal stoff stott 
& - ~ . & 


." a Qe 

Etwa 2 cm! 4399,60 0.4347 0,0251 17 0,21 923. :0,0913 0.0 
10ch 

Schoben 

92 Schobt 4320.40 0.4509 0.0096 47 1,63 7 042 0.7350 0.015 


101 ean 4381,90 0,4551 0,0093 49 1,77 7756 08055 0.016 


| 
| 
75 Vor dem 4261.30 0.4471 0.0125 36 0.93 3963 0.4158 0.01 


112 | ee | 4368.95 0.4533 0.0085 49 181 7908 0.8204 0.0134 
nldene 
122 Ebenso 4359.08 0.4421 0,0089 50 2.19 9546 0.9682 0.0195 


130 Pa panee 4468.23 0.4433 0.0098' 46 2.72 12153 1.2058 0.0267 
orne 


| 
{ Erntezeit- ) 
J 


punkt des 4317.61 0.4405 0.0119 37 3,07 13 255 | 1,8523 0,036 


\Feldbestandes 


Die vom Datum der Aussaat gerechneten Zeiten der jeweiligen Prol 
nahme und der beilaufige Entwicklungszustand jeder Probe sind in de) 
Tabellen VI bis LX angegeben. Die Proben wurden, um Atmungsverlust: 
zu vermeiden, bei 100° C getrocknet (mit Ausnahme der élhaltigen Somme: 
riibsensamen). Bei den letzten Proben wurden die Samen bzw. die Knolle: 
getrennt von den iibrigen Pflanzenteilen untersucht; die in den Tabellen VI 
bis IX enthaltenen Zahlen beziehen sich aber samtlich auf die ganze Pflanze. 
abziiglich ihrer Wurzeln, um die Ubersichtlichkeit der Zahlen nicht herab 
zusetzen. 

Bekanntlich ist die Zeitkurve des Wachstums einer Pflanze S-férmig 
Auch die in obigen Tabellen eingetragenen Trockensubstanzen der auf 
einanderfolgenden Ernten ordnen sich, wenn sie in ein Koordinatensystem 
als Ordinaten und die Zeiten auf der Abszisse eingetragen werden, zu 
einer progressiv ansteigenden Kurve an, doch liegen sie bei allen Pflanzen 
noch unterhalb des Wendepunktes, weil fiir die letzten Stadien der Ent 
wicklung keine Proben mehr gezogen wurden. Nur der Hafer zeigt einen 
etwas unregelmaBigen Kurvenverlauf, der wohl auf Fehler bei der Proh« 
nahme zuriickzufiihren ist. 

Wie ein Uberblick der Tabellen VI bis IX ergibt, lassen die Ver 
brennungswarmen und der Kohlenstoffgehalt pro 1g Trockensubstanz 
im allgemeinen eine mit zunehmendem Alter ansteigende Tendenz erkennen. 
die sich besonders im ersten Teil der Wachstumsperiode ausspricht. Der 
prozentische Stickstoffgehalt hingegen nimmt im Verlauf der Entwickiung 
meist ab. Die letztgenannte Erscheinung ist woh! so zu erklaren, dal) 
der anfangs hohe Stickstoffgehalt der Pflanzen spaéter durch die Zunahme 
der Kohlehydrate eine relative Verringerung erfahrt. Wiirden Eiweil 
stoffe in der Stickstoffsubstanz der jungen Pflanzen vorherrschen, 


1 A. Rippel, Wachstumsgesetze bei héheren und niederen Pflanzen. 
Freising-Miinchen 1925. 
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so Stoffe mit hohem Kohlenstoffgehalt und hoher Verbrennungswarme. 

wiren gerade in den ersten Entwicklungsphasen héhere Werte fii 
,aloritat und Kohlenstoffgehalt zu erwarten; sie sind aber kennzeichnende: 
eise niedriger als spéter. Dieses Verhalten der jiingeren Entwicklungs 
tadien steht in Ubereinstimmung mit den Angaben', da® hier der 
Stickstoff teilweise noch nicht in EjiweiBform vorliegt, sondern in 
Formen, die eine im Vergleich zum Eiwei®B niedrigere Verbrennungswarme 
ind weniger Kohlenstoff enthalten. Wahrend sich die Verbrennungswarme 
ler pflanzlichen Eiweifstoffe um 5358 bis 5990 cal bewegt*, betragt sie 

B. fiir Asparagin nur 35l4cal, fiir Asparaginsaéure 2899cal. Auch 
ler Sommerriibsen, bei dem die erste Probenahme in einen sehr friihen 
Zeitpunkt der Entwicklung fallt, zeigt gerade in diesem Zeitpunkt den 
niedrigsten Kalorien- und Kohlenstoffgehalt auf, ein vielleicht unerwartetes 
Ergebnis, wenn man sich die hohe Kalorien- und Kohlenstoffspeicherung 
in den Slreichen Samen des Sommerriibsens vor Augen halt. Schon die 
von uns untersuchten, nicht einmal ganz ausgereiften Riibsensamen ent 
hielten pro 1 g Trockensubstanz 6777 cal und 0,5736 g Kohlenstoff. Jeden 
falls vollzieht sich also im Keimling ein ganz gewaltiger Abfall der im 
Samen gespeicherten Energie. 


Eine Ausnahme bildet der Hafer, bei dem die erste Probe im Einklang 
mit dem hohen Stickstoffgehalt eine héhere Kaloritat aufweist als spater; 
der Kohlenstoffgehalt aber zeigt die iibliche anfangliche Zunahme. 


Sehr interessant ist das Verhalten der Pferdebohne, die, abweichend 
von den anderen Pflanzen, wahrend der ganzen Entwicklung einen fast 
gleichen Stickstoffgehalt behauptet. Weil auch der Kohlenstoffgehalt 
nur verhaltnismaBig geringen Anderungen unterworfen ist, bleibt bei 
der Pferdebohne das Kohlenstof{-Stickstoffverhdltnis durch die ganze 
Wachstumszeit konstant. Bei den anderen Pflanzen hingeqgen wird dieses 
Verhdltnis mit fortschreitender Entwicklung ein immer weiteres, gemal 
der Zunahme an Kohlensioff und der Abnahme an Stickstoff. Nur in den 
letzten Entwicklungsstadien und auch nur beim Sommerriibsen und Hafer 
sehen wir es wieder etwas enger werden. Die Konstanz des Verhaltnisses C/N 
in der Pferdebohne hangt wohl zweifellos mit der Eigenart ihrer Stickstoff 
beschaffung zusammen und la6t das innige Ineinandergreifen von Stickstoff 
gewinnung und Photosynthese bei dieser Pflanze und mutmaBlich bei 
den Leguminosen iiberhaupt (s. Tabelle I) erkennen. Bei den anderen 
untersuchten Pflanzen (Nichtleguminosen) beruht das Anwachsen des 
Kohlenstoft-Stickstoffverhaltnisses hauptsaichlich auf der Abnahme des 
Stickstoffgehalts, ein Hinweis, da8 die Stickstoffaufnahme hier der Stick 
stoffverwertung voraneilt und da diese Pflanzen den aufgenommenen 
Stickstoff mit fortschreitender Entwicklung immer 6konomischer fiir die 
Trockensubstanzbildung verwerten. Besonders weit hat es in dieser Hinsicht 
der Hafer gebracht, bei dem im Hdéchstfall rund 50 ¢@ Kohlenstoff auf | ¢ 
Stickstoff entfallen. 

Wie erwahnt, nimmt der Kalorien- und Kohlenstoffgehalt pro lg 
Trockensubstanz mit dem Alter allmahlich und meist stetig zu, so bei 
der Kartoffel und beim Sommerriibsen, bei dem nur der Kohlenstoffgehalt 


1 QO. Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutztiere, S. 11. 
Berlin 1907. 
2? Glikin, |. ec. S. 187. 
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der nach 40 Tagen genommenen Probe aus der Reihe fallt. Diese Zunah: 

der Kaloritaét und des Kohlenstoffgehalts deutet offenbar auf die Bilduny 
von Stoffen, in denen der Kohlenstoff in einer kompendidéseren For 

gebunden ist, also z. B. auf die schon erwahnte Entstehung von Eiwe 

aus seinen Bausteinen oder von Fett aus Kohlehydrat. Zufolge de: 
hohen Verbrennungswarme der Fette (iiber 9000 cal pro 1g) und ihn 
Kohlenstoffreichtums (75%) miiBten sich schon kleine Fettmengen i 
der Pflanzensubstanz in dieser Weise auBern. 


Einer Abnahme der Kaloritaét und des Kohlenstoffgehalts in cd: 
letzten untersuchten Wachstumestadien begegnen wir bei der Pferdebohr 
und beim Hafer. Vielleicht geht im Zusammenhang mit der Fruchtbildunyg 
wiederum ein teilweiser Abbau energiereicher Verbindungen vor sich, 
wenn man ihn auf die ganze Pflanze bezieht. FaBt man jedoch nur die Samen, 
die Statten der Speicherung energie- und kohlenstoffreicher Stoffe (Eiweili 
und Fette), ins Auge, so konnte in diesen Organen durchwegs bis zur letzte: 
Probenahme ein Anstieg des Kalorien- und Kohlenstoffgehalts festgestel|t 
werden. SchlieBlich enthielt 1 g Samentrockensubstanz von 


Sommerriibsen . . . . 6777 cal 0,5736 g¢ Kohlenstoff 
Pferdebohne ... . . 4646 ,, 0,4630 ¢ oe 
ee «66 & s «~~ Ot a 0.4566 2 - 


Wenn also in den zuletzt gezogenen Proben ein Abfall der Verbrennungs 
warme und des Kohlenstoffgehalts von 1 g Trockensubstanz der Gesamt 
pflanze auftritt, kann dies nur auf einem Riickgang dieser GréBen in den 
vegetativen Organen (Stroh) beruhen. In der Tat enthalt das Stroh de 
zuletzt gezogenen Proben bei 


Sommerriibsen . . . . 4165 cal 0,4192 g Kohlenstoff 
Pferdebohne ... . . 4389 ,, 0,4475 g eS 
ee. . Ss ew So ee 0,4260 g re 


Vergleicht man diese Werte mit den vorstehenden Samenwerten, so 
fiihren sie mit aller Deutlichkeit die Erschépfung dieser Organe durch die 
Auswanderung von Reservestoffen in die werdenden Samen vor Augen 


Die gesondert untersuchten Knollen der Kartoffel zeigten im Verlaut 
des Wachstums ein der ganzen Kartoffelpflanze analoges Verhalten hin 
sichtlich der Anderung des Kalorien- und Kohlenstoffgehalts. Nur in 
Stickstoffgehalt ergab sich eine Abweichung insofern, als die vornehmlic! 
Kohlehydrate speichernde Knolle einen geringeren Stickstoffgehalt pro 1 g 
Trockensubstanz aufweist als die Pflanze in ihrer Gesamtheit; das Kartoffe! 
kraut ist dementsprechend etwas reicher an Stickstoff. In beiden Organen 
aber nimmt der prozentische Stickstoffgehalt mit dem Alter ab. 


Die Verbrennungswarme und der Kohlenstoffgehalt von 1 g Trocken 
substanz unterliegen zwar den eben beschriebenen gesetzmaBigen Ver 
anderungen, doch sind diese verhaltnismaBig gering. Wenn man daher 
die in den Tabellen VI bis IX errechnete Kalorien- oder Kohlenstoff 
speicherung der ganzen Pflanze (Ordinate) als Funktion der zunehmenden 
Trockensubstanz (Abszisse) in ein Koordinatensystem eintragt, so ergibt 
sich bei den untersuchten Pflanzen eine fast geradlinige Beziehung. Bei 
der Pferdebohne ist auch der Stickstoffgehalt ziemlich konstant, es wird 
also auch hier die Beziehung zwischen Trockensubstanz- und Stickstoff- 














nah 
ildu 
For 


E iwe 


re) ode: 


| ihr 


ren 


mn ck 


bohr: 
Iduny 

sich, 
AMEN, 
‘iweil 


‘tzte: 


‘stellt 


ings 
amt 
ck n 


der 


en 
bt 
ei 
rd 








Energiegehalt und Energiespeicherung der Pflanzen usw. 137 


mahme einen annd&hernd linearen Verlauf aufweisen (Abb. 1). Bei den 

igen Pflanzen jedoch ist die Anderung ibres Stickstoffgehalts pro | g 

rrockensubstanz eine betrachtliche, daher ist die Beziehung der Stickstoft 

eicherung zur Trockensubstanzzunahme nicht mehr linear, und die 

wehoérige Kurve (Abb. 2) laBt- das Voraneilen der Stickstoffspeicherung 
gegeniiber der Trockensubstanz- 
bildung erkennen'. 
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Abb. 1. Pterdebohne. Abb. 2. Semmerribsen. 


Es hat nicht an Versuchen gefehlt, die Ermten der Pflanzen auch 
vom Standpunkt der Energiespeicherung und Ausnutzung der Sonnen- 
energie zu erfassen®. Es sei hier eine Zusammenstellung gegeben, wie 
sich die Energiespeicherung der untersuchten Pflanzen (ausschlieBlich 
ler Wurzeln) pro 1 qm und bei Annahme einer mittleren Ernte® stellt, 
wenn man die Verbrennungswairmen, die in den vorbesprochenen Ver 
suchen mit den bei 100°C getrockneten Proben erhalten wurden, zu 
grunde legt. 





_— Ernte in kgcal _— ; Ernte in kgcal 
pro qm pro qm 
Grimmais. .... 3,12 a 1.83 
Luzerne ..... 2,39 Rotklee . .... 1,59 
Mapte@iel . . ... 2,39 Engl. Raygras . 1,31 
Pferdebohne .. . 2,20 Sommerriibsen . . 1,21 


Eine andere Reihenfolge wiicde sich ergeben, wenn die Bewertung 
der Pflanzen nach anderen Gesichtspunkten (z. B. landwirtschaftliche ;, 
Nutzung) erfolgen wiirde. 


1 Vgl. z. B. A. Rippel und Ludwig, diese Zeitschr. 177, 318, 1926. 
2 W. Kleberger, Statische Untersuchungen an Olfriichten, Zeitschr. f. 
Pflanzenernahrung u. Diingung (B) 2, 1, 1923; S. Strakosch, Die ungleiche 
Arbeitsleistung unserer Kulturpflanzen, Berlin 1907; A. G. Dojarenko, 
Sonnenenergieverbrauch durch die Feldkulturen, Zeitschr. f. Pflanzen- 
ernahrung u. Diingung (A) 5, 273, 1925; Biedermanns Zentralbl. f. Agri 
kulturchemie 54, 204, 1925. 
3 Nach Mentzel und Lengercke, Landwirtschaftlicher Kalender 1923 
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Zusammenfassung. 


1. Untersuchungen an Leguminosen verschiedener Jahrgiing 
haben gezeigt, daB die Kaloritaét und der Kohlenstoffgehalt ein: 
Pflanzenart gleichsinnige Schwankungen aufweist. Das C/N-Verhaltn 
der untersuchten Leguminosen bewegte sich zwischen 9 bis 15. 

2. Langsam an der Luft getrocknete Pflanzen zeigen gegeniil» 
durch rasche Trocknung (bei 100°C) abgetéteten, abgesehen von «i 
bekannten Atmungsverlusten an Trockensubstanz, eine Abnahme «i 
prozentischen Kalorien-, Kohlenstoff- und Stickstoffgehalts. Durc! 
die langsame Trocknung erfolgt die Verringerung der stickstofffreie: 
und stickstoffhaltigen Bestandteile in einem angenahert gleiche: 
prozentischen Ausmabe. 

3. Im Laufe der Entwicklung ist besonders in den ersten Ent 
wicklungsstadien eine Zunahme des prozentischen Gehaltes an Kalorie: 
und Kohlenstoff zu bemerken, waihrend der Stickstoffgehalt pro Gramn 
Trockensubstanz abzunehmen pflegt. Dementsprechend steigt da 
C/N-Verhaltnis bei den Nichtleguminosen an, hingegen ist es bei dei 


Pferdebohne wahrend der ganzen Entwicklung nahezu konstant. 














any 


eine 


Itnis 


til 


urc! 
ele) 


hen 











Uber die Reinigung des milchsiurebildenden Ferments'. 
Von 
Karl Meyer. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 6. Dezember 1927.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im Verlauf der letzten Jahre wurde berichtet, daB das milchsdure- 
bildende Ferment des Muskels relativ leicht in Lésung iiberfiihrt 
werden kann unter Abtrennung nicht nur von der Struktur des Muskels, 
sondern auch dem praformierten Kohlehydrat, so daB die Milchsdure 
bildung in dem enzymhaltigen Muskelextrakt unter den verschiedensten 
Bedingungen studiert werden kann?. Dieser Muskelextrakt enthalt 
aber neben dem Ferment und Coferment noch eine gréBere Menge 
EiweiB und Extraktivstoffe. Wie schon in einer vorhergehenden 
Arbeit von mir gezeigt werden konnte*, gelingt es, einen groBen Teil 
der Begleitstoffe zu entfernen durch Fallung des Extrakts mit 
saurem Acetat und Eluierung mit schwach alkalischem Phosphat 
Bei richtiger Wahl der Bedingungen und mehrfacher Wiederholung 
der Prozeduren kann man den gréBeren Teil des Eiweibes im Nieder- 
schlag abscheiden und den Hauptteil des Ferments in der Elution 
gewinnen. 

Die Arbeit wurde jetzt unter Leitung von Herrn Meyerhof fortgesetzt 
wobei ich zunachst den gleichen Weg einschlug wie friiher und Fallung 


1 Die Arbeit ist mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft ausgefiihrt, der ich fiir ihre Hilfe meinen besten Dank sage 
2 0. Meyerhoj, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 
’ Ebendaselbst 183, 216, 1927. 
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und Eluierung mehrfach wiederholte. In der Tat erzielt man so 
legentlich noch eine erheblich starkere Reinigung des Ferments, | 
zu etwa dem 50fachen Reinheitsgrad gegeniiber dem Ausgangsextrak 
Dies Resultat war jedoch sehr inkonstant, und die Bedingungen war 
schlecht zu reproduzieren. Ich habe mich deshalb der Adsorptiy 
des Ferments an Aluminiumhydroxyd nach Wéllstdtter zugewand: 
Mit dieser Methode lieBen sich auBerordentlich regelmaBige Resultat, 
erzielen. Die Adsorption gelingt glatt, und das adsorbierte Ferment 
ist gut wirksam. Schwieriger gestaltet sich die Elution aus dem Ad 
sorbat, weil das Ferment schon durch starkeres Schiitteln inaktiviert 
wird. Jedoch auch hierfiir lieB sich eine verhaltnismaBbig gut reproduzier 
bare Vorschrift ausarbeiten. Die Methode fiihrt zwar zu keinen héhere) 
teinheitsgraden als den besten, die auf dem anderen Wege erreicht 
sind, jedoch ist das Ergebnis sehr konstant. Im allgemeinen ergib 
sich unter optimalen Bedingungen eine Gesamtwirksamkeit u’’ = | 
bis 1,2, d. h. pro Milligramm Eiweibgehalt der Lésung werden in einer 
Stunde bei 20° 1 bis 1,2 mg Kohliehydrat umgesetzt (teils verestert 
teils zu Milchsdure gespalten). Es entspricht dies einer 20- bis 25fachen 
Konzentrierung gegeniiber dem Ausgangsextrakt. 


Mit der so gereinigten Fermentlésung konnte eine Reihe von 
Versuchen angestellt werden, die sowohl den EinfluB hemmender 
und férdernder Substanzen betrafen, wie Fluorid, Arseniat usw., als 
auch die Rolle des Coferments und sonstiger Aktivatoren des Kohle 
hydratumsatzes. Wahrend die Beeinflussung des gereinigten Ferments 
durch eine Reihe chemischer Substanzen noch in der vorliegenden 
Arbeit mitgeteilt wird, soll iiber die Rolle des Coferments und der 
Aktivatoren in einem anderen Zusammenhang berichtet werden. Nur 
so viel sei hier vorausgeschickt, daB das gereinigte Ferment, das von 
Coferment und spaltbaren Phosphorsaureestern vollstandig frei ist 
allein niemals zur Bildung von Milchséure aus Kohlehydrat befahigt 
ist. Es bedarf hierzu der Mitwirkung von kochbestindigen Bestand- 
teilen, und zwar nicht allein dem im Muskelkochsaft enthaltenen 
Coterment (Cozymase), sondern auch noch bestimmter, leicht spalt 
barer Phosphorsdureester. Diese letzteren sind zweifellos nicht 
identisch mit dem Embdenschen Lactacidogen, das vielmehr fiir 
die Milchsaiurebildung fehlen kann, bzw. sich spontan dabei neu 
bildet. 


In dem ersten Kapitel wird tiber die Reinigung durch bloBe Fallung 
mit Acetat und Elution berichtet, im zweiten tiber die Adsorption 
an Aluminiumhydroxyd, im dritten tiber die Elution vom Aluminium- 
hydroxyd und im vierten iiber die Beeinflussung des gereinigten 
Ferments durch verschiedene Substanzen. 
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Ich verwandte zu allen Versuchen als Ausgangsmaterial einen 
\Vasserextrakt aus Temporarienmuskeln, der die gleichmabigste en 
ymatische Wirksamkeit aufweist. Die Milchsaurebildung wurde 
nach Warburg manometrisch bei 20° gemessen. Die Versuchsbedingungen 
entsprechen genau denen der vorigen Arbeit, ebenso die verwandten 
Bezeichnungen. Insbesondere wird verstanden unter wu’: Milligramm 
Milchsiure pro Stunde und Milligramm Eiweibgehalt der Lésung 
berechnet aus 2 Stunden), und unter u’: Gesamtkohlehydratumsatz 
in Milligrammen pro Milligramm EiweiBgehalt. 


I. Fillung mit Acetat. 


Das endgiiltig eingeschlagene Verfahren fiir die Reinigung tiber 
die Acetatfallung war das folgende: Der Extrakt (3 Teile Wasser auf 
2 Teile Muskeln) wird nach Verdiinnen mit dem gleichen Volumen 
Wasser durch Zusatz von saurem Acetat (py 4,4) auf ein py von etwa 5 
gebracht. Die Fallung (a) wird abzentrifugiert, in schwach alkalischem 
Wasser suspendiert und mit Phosphat verriihrt (Elution b); von un- 
gelést gebliebenen Bestandteilen wird abzentrifugiert. Diese erste 
Elution wird mit Acetat von py 5 nochmals gefallt (a,), wobei je nach 
dem EiweiB- und Phosphatgehalt eine wechselnde Menge von Ferment 
in den Niederschlag geht, aus dem es wieder mit alkalischem Phosphat 
eluiert wird (b,). Diese Elution wird eventuell noch zum drittenmal 
gefallt (@,) und wieder eluiert (b,). Jetzt verbleibt jedoch der gréBere 
Anteil an Ferment in der sauren Lésung, die sehr eiweiBarm ist und 
nach Neutralisation als Fermentlésung benutzt werden kann (c). Eine 
weitere Fallung mit Acetat gelingt jetzt nicht mehr, weder mit der 
Elution noch mit der Lésung. Hieran findet also die Fallungsmethode 
ihre Grenze. 

Als Beispiel sei ein in dieser Weise durchgefiihrter Versuch gegeben 
21. Februar 1927. 40 g Muskeln + 60 com Wasser geben 31 ccm Extrakt 
25ecm Extrakt + 25 ccm destillierten Wassers + 6cem Acetat n/7,5 
(px 4,4). Fallung wird abzentrifugiert, eluiert mit 5ccm n/100 NaOH 

3cem n/15 Na,H PO,. Das Ungeléste wird abzentrifugiert (Elution b) 
Diese Elution wird nochmals gefallt mit 4cem Acetat von py 5, die 
Fallung abzentrifugiert, mit 5cem Wasser + 3,4ccm n/100 NaOH 

leem m/15 Phosphat eluiert (Elution b,); das Ungeléste wird 
abzentrifugiert. 9,4ccem der Elution b, + 0,8ccem Acetat (pg 5) 
Die Fallung wird abzentrifugiert und mit 25ccm Wasser -+- 0,4 ccm 
n/100 NaOH + 0,6 cem Phosphat eluiert. Entnommen 6 cem (Elution b,) 
Die Restlésung (c) der dritten Fallung (a,) mit n/100 Natronlauge 
auf beginnende Blaufirbung von Lackmus neutralisiert. Erhalten 
I3cem (Lésung c). 
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Schema’. 





25ecem Extrakt 25eem Wasser mit Acetat gefallt. zentrifugiert 
Losung verworfen Fallung a. eluiert mit 
Phosphat und NaOH 
zentrifugiert 
Klution b + Acetat von Riackstand verwor 
Py 5 gefallt, 
zentriftugiert 
Lousung verworfen Fallung a, eluiert 
zentritugiert 
Elution b,; + gefallt Riackstand verwort 
mit Acetat, Py 5, 
zentriiugiert 
Losung neutrali- Fallung ag eluiert 
siert c** zentrifugiert 
Elution by Riickstand verwort 
Tabeille 1. 
, Ausgangs- 
Zeit Extrakt b; bo ¢ 
30’ —s-:188,5 36.4 14,3 29 
60’ 292 63.9 21,9 48.6 
COs. = es an’ 2n9 ‘ nF ~~ 
2 90 302 81 26.7 61,3 
120° 306 96 28.9 71 
Phosphat verestert in mg P,O, . 0,247 0,267 0,147 0,189 
Kohlensaureaquivalent der Ver- 
esterung ....... emm ~- 20,2 21,9 12.05 15,5 
Kohlensaure nach Korrektur der 
Veresterung ..... cmm 285.8 14,1 16,85 55.5 
Milchsiure pro Std... . . . mg 0,571 0,148 0,037 0.1385 
Zucker verestert pro Std. . . mg 0,158 0,171 0,094 0,121 
Summe ee eee 0,729 0,319 0,131 0,2595 
Stickstoffgehalt pro com . . . mg 3,5 0,42 0,154 0,0168 
: — er - Lar ae See lak ae 0.052 0,117 0.08 2 76 
a a ane See we eee oh 0.0694 0.253 0.284 5.15 


Im allgemeinen war jedoch die Wirksamkeit auch der Lésung « 
die in dem angefiihrten Versuch ungewéhnlich hoch war, viel geringet 
Eine Zusammenstellung von Versuchen mit verschiedener Wirkungs 


1 Die wirksamen Fraktionen sind angesternt. 
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rke von Ausgangsextrakt und gereinigten Lésungen ist in der 
labelle Il wiedergegeben. Die Bezeichnungen entsprechen denen des 

igen Schemas. Bestimmt sind in der Regel auber dem Ausgangs 

trakt die Elution b, und b,, sowie die Lésung c. In jedem Versuch 

iden 0,5cem Fermentlésung mit 0,3 cem Muskelkochsaft, 0,1 cem 
2 6°,igem NaHCO, und 0,1 cem 4°, iger Starke versetzt 


Tabelle 11. 





Veresterung 


° Milchsaure yon Phosph N 
Datum Gerpchmame “in 28td, mM aS procem wt 
1927 mg mg P,O mg 
I am Extrakt 0,346 0.197 4.2 0.0137 0.0288 
b, 0,378 0,322 0,74 0,085 0.178 
2/14. UL. Extrakt 0,531 0,408 3,68 0,0241 00,0716 
b, 0.444 0,316 0.665 0.111 0.314 
Sy 11. OF. Extrakt 0.838 0.181 3.75 0.03873 0.0578 
b, 0,468 0,451 0,922 0.0847 0,294 
by 0,108 0.275 0.4138 0.034 0.328 
4) 16. I. Extrakt 0,644 0,324 3,46 0,031 0.0507 
b, 0,252 0.269 0.833 0.0505 0.119 
be 0.0163 0,126 0,248 0.0121 0.1275 
5118. I Extrakt 0.471 0,257 3,25 0.0242 0,058 
b; 0.17 0,392 - 
bg 0 0,220 0,476 0,198 
6 21. OL. Extrakt 1,14 0,247 3.5 0,052 0,0694 
b, 0,296 0,267 0,42 O117 = 0,258 
be 0.0675 0.147 0.154 0.08 0.284 
¢ 0,222 0,189 0.0168 2.76 5,15 
7 | 26. IO. Extrakt 0,244 0,329 3,15 0.0127 0.0572 
by 0,244 0,268 0427 0,094 0,362 
by 0,0376 0,073 ~ 
¢ 0.211 0,184 0,29 0,122 0,278 
8 14. Il. ro 0,306 0,316 0,554 0,092 0,213 
i) 5D. IV. c 0,225 0,160 0,287 0.119 0,25 
id 3. Ul. ¢ 0.1795 0 0.14 0,214 0.214 


Wie man sieht, ist die WirkungsgréBe u’’ des Kohlehydratumsatzes 
in der Regel viel mehr gesteigert als die der Milchsiurebildung, d. h. in 
den gereinigten Fermentlésungen tiberwiegt die Veresterung auber- 
ordentlich. Man hatte daran denken kénnen, daB diese Erscheinung, 
die sich auch bei der Adsorption des Ferments wiederfindet, auf eine 
Trennung des veresternden und spaltenden Enzyms zuriickzufiihren 
sei. DaB® diese Erklarung aber nicht zutrifft, ergeben die Versuche 
des letzten Kapitels tiber den EinfluB des Arseniats. Man kann 
nimlich durch Zusatz von Arseniat die Anhaufung von Hexose 
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diphosphorsaure in den gereinigten Fermentlésungen ebenso 
hindern, wie in den genuinen Extrakten', und es entsteht dann fiir 
in Wegfall gekommene Estermenge eine entsprechende Menge Mil 
saure. 

Mit der Reinigung des Ferments ist eine Zunahme seiner Ha); 
barkeit verbunden. Wahrend der frische Muskelextrakt schon | 
l2stiindigem Stehen im Eisschrank ganzlich unwirksam wird, sink 
im allgemeinen die Wirkungsstarke der gereinigten Fermentlésuny 
erst nach etwa 24 Stunden auf die Hialfte. Besonders giinstig schein 
in dieser Beziehung die Fraktion ¢ zu sein. Einige der Resultate iil» 
die Haltbarkeit sind in Tabelle III wiedergegeben. 


Tabelle Ill. 
Haltbarkeit der Fermentlésung. 
(Die Versuchsnummern entsprechen denen der vorigen Tabelle.) 
lemm CO, = 0,004 mg Milchsaéure. 





cmm COQgz in 2 Std. 


Nr Datum Bezeichnung a — 
; der Fraktion Ausgangs- . 
1927 losung nach 24 Std. nach 48 Std 
l 7 b, 121 48,6 
6 21. II. b, 63,9* 34.8* 0.4 
c 48.6* 29 ()* 20.1 
7 26. II. b, 82.9 — 27,0 
Cc 68 34.5 


* Bezieht sich auf 60 Minuten 


Wahrend die Spaltungsgeschwindigkeit von Glykogen und Starke 
in den gereinigten Fermentlésungen ziemlich ahnlich ist, ist diejenig« 
der Hexosediphosphorsaure gréBer. Auch hierfiir wurde, wie schon 
erwahnt, cofermenthaltiger Kochsaft hinzugesetzt. Ohne Zusatz von 
Kochsaft war auch die Spaltung der Hexosediphosphorsaure seh 
klein. Die gréBere Spaltungsgeschwindigkeit der Hexosediphosphor 
siure ist wohl mit der schon friiher gemachten Feststellung zu erklaren 
daB das den Di-Ester spaltende Enzym gegen Schadigungen, wie 
Altern des Extrakts, Erwarmung auf 37° usw. weniger empfindlich ist 

In einer Reihe von Versuchen, die in der Tabelle [V wiedergegeben 
sind, ist die Milchsiurebildung aus Starke und Hexosephosphat mit 
einander verglichen. In den Versuchen mit Hexosephosphat ist meistens 
die Abspaltung des Phosphats nicht bestimmt und daher auch hierfii: 
keine Korrektur angebracht. Tatsichlich wiirde die fiir die Phosphat 
abspaltung korrigierte Milchséurebildung noch etwas gréBer sein. 


 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 188, 197, 1927. 
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Tabelle 1V. 
spaltungsgeschwindigkeit von Starke und Hexosediphosphat durch 
gereinigtes Ferment. 
msatz in 2 Stunden. Je 0,lcem 4% ige Starke bzw. 4°, Mg-Hexose- 
diphosphat pro 1 cem. 





Bezeichnung mg Milchsaure aus 
Nr Datum ; der 
1927 Fermentfraktion Starke Hexosephosphat 
1 is. Il by 0.170 0.351 
2 21. 1 b, 0,296 0.41 
be 0,067 0,151 
3 26. I re 0,212 0,354 
4 3. 1 by 0.048 (),.240" 
e 0,18 0,171 
5 4. Ill by 0,247 0.300 
¢ 0.1338 0.316 
6 7 Ill h — 0.424 
b, 0.044 0.167 


* Ohne Korrektur fiir abgespaltenes Phosphat 


Il. Adsorption an Aluminiumhydroxy d. 


Auch fiir die Adsorption des Ferments an Aluminiumhydroxyd 
war eine vorherige Fallung mit Acetat und Elution mit Phosphat 
empfehlenswert, um den Hauptteil desjenigen Proteins zu entfernen 
der sonst zusammen mit dem Ferment an die Tonerde adsorbiert sein 
wiirde. Andererseits aber mu vor der Adsorption das Phosphat voll- 
stindig entfernt werden, weil das Ferment sonst schlecht vom Al(OH), 
aufgenommen wird. Die Entfernung des Phosphats konnte mit 
ammoniakalischem: Magnesiumsalz durchgefiihrt werden bei ganz 
schwach alkalischer Reaktion (pq 9). Bei jeder starkeren Alkalisierung 
wird das Ferment zerstért. Am besten erwies sich ein Gemisch von 
5g essigsaurem Mg mit 50ccm 2n NH,Cl und 25cem 2n NH, auf 
100 cem aufgefillt. Von dieser Lésung, deren pq etwa 9 ist, werden 
5 bis 6cem auf 200 ccm verdiinnte phosphathaltige Fermentlésung 
verwandt. Wenn nach Abzentrifugieren der allmahlich einsetzenden 
Phosphatfallung die Lésung mit Essigsiure und Acetat auf pq 6 zuriick- 
gebracht und die neu entstandene Fallung abzentrifugiert ist, wird 
Tonerde in die klare Lésung eingetragen. 

Die Tonerdepraparate wurden nach der Willstdtterschen Vorschrift 
hergestellt'. Am besten bewahrte sich Priparat B, jedoch auch ¢ 
war gut wirksam. Sie enthielten etwa 7,6 g Al,O, auf 150 bis 200 ccm 
Wasser. Ehe sie in die Fermentlésung eingetragen wurden, wurden 


t Chem. Ber. 56, 149, 1117, 1923; 57, 1087, 1924. 
Biochemische Zeitschrift Band 193 10 
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sie jedesmal auf der Schiittelmaschine zerschiittelt, was sich fiir di 
Adsorption als vorteilhaft erwies. Die zugesetzte Tonerde wurde nac} 
kurzem Stehen aus der sauren Lésung abfiltriert, in Wasser suspendie: 
und gegen Lackmus neutralisiert. Diese Lésung wurde mit oder ohn 
Zugabe von Phosphat fiir die ,,Adsorbatversuche’’ verwandt, inden 
eine bestimmte Menge, meist 0,5cem, in den GlykolysegefaBen mit 
Kochsaft, Starke und Bicarbonat versetzt und die Milchsaéurebildung 
manometrisch gemessen wurde. Da die Aluminiumsuspension gegen 
Lackmus leicht basisch reagiert, so wurde das Adsorbat vor Ein 
fiillen in die GefiBe mit Kohlensiure gesiittigt. Dies erwies sic] 
nicht nur als nétig, um eine CO,-Retention, sondern auch die Bil 
dung von Aluminiumphosphat zu verhindern, wodurch eine Phos 
phatveresterung vorgetauscht sein kénnte. 

Sollte sich an die Adsorption die Elution anschlieBen, so geschah 
sie am besten kurz nach Abtrennung des Adsorbats vermittelst einer 
Phosphatlésung von py 7.4 bis 8,5. Die betreffenden Versuche werden 
erst im nichsten Kapitel geschildert. 

Durch einmaligen Tonerdezusatz wird jedoch keineswegs das 
ganze Ferment aus der Lésung entfernt. Vielmehr kann man nach 
Abzentrifugieren des Adsorbats durch neuen Zusatz von Al(OH), 
abermals ein fermenthaltiges Adsorbat gewinnen. Sollte das Ferment 
méglichst vollstandig adsorbiert werden, so war es zweckmabig, mehr- 
mals Tonerde in kleinen Portionen zuzugeben und jedesmal abzu- 
zentrifugieren. Doch wurde damit keine héhere Konzentrierung des 
Ferments erreicht. In einigen Fallen wurde die gereinigte Ferment- 
lésung vor Zugabe der Tonerde noch mit Kaolin versetzt, wobei ein 
weiterer Teil des EiweiBes ausfiel, und dann nach Zentrifugieren das 
Adsorbens zugegeben ; doch ergab diese Modifikation keine Verbesserung. 

Im folgenden ist zunichst ein Schema der Fallungen angegeben, 
wobei auch die gelegentlich verwandten Modifikationen eingetragen 
sind. Die wichtigsten zur Priifung verwandten Fraktionen sind unter- 
strichen. 

Die Bestimmungen der Milchsiure, Phosphatveresterung und des 
Eiweibstickstoffs geschahen wie im vorigen Kapitel. Fiir die Mikro- 
kjeldahlbestimmung wurde l1cem der Fermentlésung zunichst mit 
lecem n/100 NaOH aufgekocht, um das eventuell noch aus der ammo- 
niakalischen Magnesialésung stammende NH, zu vertreiben, und dann 
wie tiblich verascht. Ein Blindwert ohne Ferment wurde extra bestimmt 


und abgezogen. 


Die im allgemeinen eingehaltene Routinemethode war die folgende : 
Die abgehauteten Hinterschenkel von Temporarien wurden mit kaltem 
destillierten Wasser gewaschen, um méglichst viel Blut zu entfernen, 
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| Schema. 
¥( Muskeln dreimal mit Wasser extrahiert kxtrakte mit Acetat gefallt, 
PT zentrifugiert 
lhe 
! sung meistens verworten (bei Fallung a eluiert mit alkali 
Vit mvollstandiger Acetatfallung schem Wasser und Phosphat, 
; erment nach Verd. und Phos- zentrifugiert 
"8 phatentfernung adsorbiert) 
- 
? 
ce} Riickstand verworfen Elution b 
: oder nochmals eluiert + Mg-Acetat zentrifugiert 
hs! 
Losung d Acetat bis Ruckstand 
Py 5.5 bis 6,5, zentrifugiert verworten 
et) 
CT 
n Losung d, Rickstand verworfen 
(Hier ev. noch Kaolin zu- 
™ gesetzt, Fallung verworfen) 
h Al(OH), 
) zentrifugiert 
3 
it 
Losung dg, Suspension in alkal 
I. nochmals mit schem Wasser 
Al(OH)s ver- Susp. A, A’, A” usw 
- : 
setzt, zentri- 
fugiert . 
Suspension Phosphat 
. geschiittelt, zentrifugiert 
5 
| Losung noch- Fallung Suspension A, 
mals gefallt, suspendiert in nochmals mit 
mit Al(OH), — alkalischemW. Elution b, Wasser und 
zentrifugiert Suspension B Phosphat ge- 
schiittelt, 
Klution ¢ zentrifugiert 
Losung Fallung Suspension Ag 
suspendiert in nochmals mit 
alkalischem Elutic n be Wasser und 
Wasser, Phosphat ye- 
Suspension ( schiittelt, 


Elution 


Elution bs 


zentrifugiert 
Fallung 
suspendiert 


\s 


Suspension 


10* 
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dann in destilliertem Wasser unter starker Kiihlung zerdriickt; ip 
allgemeinen 45g Muskeln dreimal nacheinander extrahiert: 1. mi 
68 ccm Wasser (Verhaltnis Wasser: Muskeln 3:2); 2. mit 45 cen 
Wasser (Verhaltnis 1:1); 3. mit 25cem Wasser (Verhaltnis 1: 2 
Die vereinigten Extrakte, etwa 100 ccm, wurden mit 20cem <Acetat 
puffer (n/7.5) von py 4,4 gefallt, 5 Minuten zentrifugiert und die Lésung 
abgehoben. Die Fallung wird mit 20 com Wasser, 4 cem m/15 Na, HP, 
und dann n/100 Natronlauge bis zur neutralen Reaktion auf Lackmu 
versetzt, wobei wahrend des Zufliebens der Neutralisierungsfliissigkeit 
die Fallung rasch verriihrt wird. Die Elution b wird abzentrifugiert 
Falls viel ungelést geblieben ist, wird nochmals mit 10 ccm Wasse1 
1cem Phosphat verriihrt und zentrifugiert. Die Elution wird mit 
etwa 150 ccm Wasser verdiinnt, mit 7 ccm von dem oben angegebenen 
ammoniakalischen Magnesiagemisch versetzt, 15 Minuten  stehen 
gelassen und dann zentrifugiert. Die Lésung wird nochmals mit 150 cem 
Wasser verdiinnt und durch Zugabe von Acetat auf py 6 bis 6,5 gebracht 
Die dabei auftretende Fallung wird abzentrifugiert und dann dik 
Lésung mit 3ccm einer zuvor auf der Schiittelmaschine zerschiittelten 
Tonerdefallung von der angegebenen Konzentration versetzt. Nach 
kurzem Aufschiitteln wird rasch zentrifugiert, die Aluminiumfallung 
mit Wasser unter Zugabe von Glasperlen mit einem kraftigen Glasstab 
stark verriihrt und mit n/20 und n/100 NaOH genau neutralisiert 
Die Neutralisation gelingt besser, wenn man noch 2 cem m/15 Phosphat 
hinzugibt. Das Gesamtvolumen der Suspension, wie sie fiir die Ver- 
suche benutzt wird, betragt etwa 35 bis 40cem. Hiervon dienen je 
0,5cem fiir die einzelne Bestimmung. In die Suspension wird dann 
Stickstoff-Kohlensaure eingeleitet. Sie wird zum Aufbewahren in eine 
gut schlieBende Flasche gefiillt, da sich in der Luft Hautchen bilden 
Alle Lésungen werden bei 2° im Kaltegemisch aufbewahrt. 

DaB die Adsorption des Ferments an Al(OH), ziemlich spezifisch 
ist, ergibt sich, wenn man dieselbe Lésung nur mit Acetat von px 6 oder 
auBerdem mit Al(OH), fallt. So wurde nach erstmaliger Acetatfallung (a) 
von 50 ccm Muskelextrakt und Elution mit Phosphat (b) das letztere 
durch ammoniakalisches Magnesiumacetat entfernt (5 ccm Magnesium. 
gemisch auf mit 100 ccm Wasser verdiinnte Elution). Durch Acetat 
wurde die phosphatfreie Lésung auf py 5.96 gebracht, die Fallung (a,) 
abzentrifugiert und diese Fallung mit Phosphat eluiert (b,). Anderer- 
seits wurde die Restlésung ¢ nach Abzentrifugieren der Acetatfallung a, 
mit Leem Al(OH), (Praparat B) versetzt. Wie bereits im ersten Teil 
gezeigt, bleibt bei wiederholter Acetatfallung aus groBer Verdiinnung 


die Hauptmenge des Ferments in der Lésung c. Dies ist auch in dem 
vorliegenden Versuch der Fall, d. h. die Acetatfaillung b, enthalt nur 
ganz wenig Ferment; dagegen ist durch die Tonerde ein grober Teil 
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les Ferments aus der Lésung ¢ ausgefallt Nach Abzentrifugieren 
des Tonerdeadsorbats (A) wird die Restlésung c, nochmals mit | cem 
Tonerdesuspension versetzt. Hier wird ein nahezu ebenso wirksames 
\dsorbat erhalten (A,). Beide werden in verdiinnter Phosphatlésung 
leem) suspendiert. Das Resultat ist in dem folgenden Versuchs 
heispiel enthalten. 

Je 5cem der Fraktion + 0.3cem Kochsaft mit Starke und Bi 
carbonat auf lcem aufgefiillt; b, Acetatfallung: A erstes Aluminium 


aulsorbat; A, zweites Aluminiumadsorbat 


Versuchshe ispiel 1. 





b A \ 

Milchséure nach 2 Std. . . mg 0.05 1,12 0.57 
Phosphat mg P.O, verestert 7 0,204 0,320 
ig Stickstoff 1 eem . 0,691 0.576 
0,254 0.135 
0,318 0.254 


Die verschiedenen Tonerdepriparate, die nach der Willgtdtterschen 
Vorschrift hergestellt wurden, eignen sich nahezu gleich gut zur Ad- 
sorption. Auch wurde zwischen alten und neven Praparaten kein 
wesentlicher Unterschied gefunden. Das ist aus der folgenden Tabelle V 
zu entnehmen. In einigen Versuchen ist die Restlésung nach Abzentri- 
fugieren des Adsorbats nochmals gefillt. In diesem Falle ist neben 
den zur Adsorption dienenden Praparaten auch das zur Voradsorption 
benutzte in Klammern angegeben (s. Versuch 1). SchlieBlich ist auch 
das Tonerdeadsorbat nach mehrfacher Eluierung mit Phosphatlésung 
nochmals auf seine Wirksamkeit gepriift. Trotzdem mehrere stark wirk- 
same Elutionen erhalten wurden (s. Versuch 3, Tabelle V), hatte die 
Wirksamkeit des Adsorbats, weder bezogen auf den EiweiBgehalt, noch 
berechnet auf die Ausgangsmenge, merkbar nachgelassen. Es folgt 
aus diesen Versuchen, daB offenbar die Wirksamkeitsprifung ein ganz 
ungeniigendes Ma fiir die vorhandene Fermentmenge ergibt, und 
daB unter geeigneten Bedingungen das an Aluminiumhydroxyd ad- 
sorbierte Ferment einen viel gréBeren Umsatz bewirken miiBte, als 
er bei unserer Priifung in Erscheinung tritt. 

Kleinere Unterschiede des py waihrend der Adsorption des Ferments 
durch die Tonerde sind fiir die Wirksamkeit ohne groBen Einflu8 
In der Tabelle VI sind einige Versuche aufgefiihrt, wo das pq zwischen 
5.2 und 6,7 variierte. (Die Messung der Milchsiurebildung selbst 
geschah stets mit demselben py, etwa 7,2.) Abgesehen von schwer 
beherrschbaren Zufilligkeiten bei der Reinigung und Fillung ist die 
Wirksamkeit in viel gréBerem Grade von dem Volumen abhangig, 




















150 K. Meyer: 
Tabelle V. 
Die Wirkung der verschiedenen Aluminiumhydroxydpraparate. 
Bezeichnung Milch- Vers N 
Nr Datum coin . eh - mn P,Oe pro ccm u' u” Bemerkunger 
1927 Praparats mg in 2 Std. mg 
1] 3. V.; 8B 0,526 0,272 0.414 021 0.35 
( 0.369 0,316 0.246 0.2438 0.516 
B(B) 0,327 0.316 - 
Bic) 0.388 0,333 
2 14. Vi B (alt) 0,48 0,148 0,71 015 0,195 Die oe 
ad ne Ke 90" dauer betru, 
B (frisch)! 0.456 0,108 0,56 (0,181 0,222) gauge Detr 
$s 22.VI.;/ BI 0,165 0,316 0,4 0.0691 0.237 
BI 0,201 0,410 - 
BU 0,296 0.341 0.35 0.1075 0.316 Nach 2malige 
B I 0171 0,278 stution 
Tabelle V1. 
EintluB des py der Lésung bei der Adsorption. 
In 2h ge- Vers 
Bezeichnung) Py bildete estertes N in , Be: 
Datum E =. der Milchsdéure | Phosphat 1 com u u“ merkungen 
a Lésung mg mg P.O; mg 
13. V. \ 6,75 0,366 0.185 0,336 0,254 0416 Ohne Re: 
\ 5.54 0,046 0,245 - _— tention 
18. \ A 6.0. 0,294 0,314 0,1235 0,366 0,945 
A’ 5,82 0,025 0.275 0,0824 0,049 0,761 
18. VIL. A 5,20 0,366 0,742 0,452 0,134 0,560 
AY 6,22 0,435 0,636 0,543 0,130 0,508 
18. IX. A 5,66 0,639 0,296 0,703 0,141 0,231 
Ay 6,35 1,155 0,270 0,976 0191 0,250 
in dem das Adsorbat verteilt ist. Dieser Umstand beweist, daB die 


Menge Ferment im Adsorbat héher ist, als bei dem Umsatz in Er 
scheinung tritt, und daB die Verteilung der Ballaststoffe zwischen 
Niederschlag und Lésung fiir die UmsatzgréBe von EinfluB ist. 


In der Tabelle VII 


wo die Ausgangssuspension A, 


sind 


eine 


Reihe 
die wie iiblich hergestellt war, mit 


Versuche 


aufgefiihrt, 


wechselnden Mengen Wasser auf das Zwei- bis Zehnfache verdiinnt 


wurde. 
bis Fiinffache. 


Die Gesamtwirksamkeit (u’’) stieg hierbei bis auf das Vier- 
Den u’’-Werten von 0,2 bis 0,3 der vorhergehenden 


Tabellen entsprechen daher bei optimaler Verdiinnung UmsatagréBen 


von | bis 1,2. 


dem obigen Schema. 


Die Bezeichnungen der Fraktionen geschehen nach 


Zu allen Versuchen wurden 0.5ccm verdiinnte 
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Tabelle VII. 





Ver: Phosphat in mg __ 
Bezeichnung dunnt Koch- Milchs P,O N pro com 
atum des mit ai saure Ausgangs- , sa 
Fraktion Teilen in 2h nr vere Suspension 
1927 Wasser ccm mg wort estert mg 
27. \ A 0 03 | 0,073 0,545 total 0.574 0,0212 0,223 
A’ 2 03 | 0155 0,473 © total 0.101 0.454 
A 5 0.3 ' 0117 0,440 0,358 0.251 1.040 
A’ 10) 03 0,084 0431 0,244 0.243 1.150 
0. \ A 0 0.3 0.523 0.580 0,272 0.414 0.210 0.350 
\ 5 03 0134 0,448 0,308 0.270 1.060 
\’ 0 03 0,360 0.565 0316 0.246 0.2438 0,516 
A 5 03 O110 0,423 0,183 0.373 1,205 
19.1N A 0 04 0392 1,112 0,506 0.560 0.117 0.310 
A 3 04 0,262 1,052 0,368 . 0.234 0.655 
A 10 04 0.083 1.070 0.267 0.247 1.240 
21.1X. A 0 04 0,402 1,092 0,326 0.716 (0.097 0,182 
A 3 04 O3B18 1,092 0,354 0,222 0,538 
A 10 0.4 0.095 1.078 0205 0.209 0.798 
23. 1X. A 0 04 0,295 1,168 0422 0.691 0.071 0,202 
A 3 04 | 0,279) 1,098 0,356 0,201 0,531 
26.1X. A 0 04 0,438 1,082 0,467 _ 
A 3 0.4 0.289 1,030 0.402 


* Praparat C ( Willetdtter) 


Suspension mit 0,3 bis 0,5 cem Muskelkochsaft auf | bis 1,2 cem Gesamt- 
fliissigkeit verwandt. 

Gegeniiber dem groBen EinfluB der Verdiinnung spielen andere 
Faktoren eine geringere Rolle. Ja, es laBt sich das Adsorptions- 
verfahren betraichtlich beschleunigen, wenn man auf die Vorfallung 
des EiweiBes mit Acetat iiberhaupt verzichtet und das Ferment 
direkt aus dem stark verdiinnten Extrakt mit Al(OH), adsorbiert 
Die Wirksamkeit ist etwa dieselbe wie mit Vorfillung des Eiweibes 
durch Acetat. Auch ist es leicht, auf diese Weise eine grobe Menge 
Ferment zu konzentrieren. Andererseits ist jedoch diese Methode 
nicht geeignet, wenn man _ cofermentfreies Adsorbat haben will 
Denn bei der direkten Fallung wird ein Teil des Coferments durch die 
Tonerde mit gefillt. Als Beispiel der Wirksamkeit sei der folgende 
Versuch angefiihrt. 


Versuch 2. 13. September 1927. 


46 g¢ Muskeln dreimal extrahiert, von 100 ccm Extrakt je 50 ccm 
verwandt. A: Vorfillung mit Acetat, Adsorption aus 100 ccm mit 
3cem Tonerdesuspension. Adsorbat in 20 ccm verdiinnter Phosphat- 


lésung verteilt. 
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By 4 


\': 50cem Extrakt mit 350 cem Wasser durch Zusatz von ammy 
niakalischem Magnesiumacetat phosphatfrei gemacht, durch Ansauer 
mit Acetat auf py 6.35 gebracht und mit 3ccm Tonerde versetzt 
Tonerdeadsorbat in 20cem_ verdiinnter alkalischer Phosphatlésun 


suspendiert 





\ \ 

mg Milchsaure in 2h = : 0.600 1,120 

: | Anfangswert 1,280 1,220 

*hosphs l g PO “ _— 
Phosphat in mg P, =o (296 0.270 
mg Stickstoff in leem . . 0.703 0,976 
u ‘ aie ae = : 0.141 0,191 

, 0.231 0.250 


Die bisher angefiihrten Versuche sind stets mit derselben Coferment 
menge und annihernd dem gleichen Phosphatzusatz gemacht. Ob 
die Konzentrationen dieser fiir den Umsatz wesentlichen Faktoren 
optimal waren, wurde in einer Reihe von Versuchen studiert. Den 
Umsatz bei verschiedenem Phosphatzusatz zeigen die beiden folgenden 
Versuchsbeispiele. 

Versuch 4. 24. Juni 1927. 

A: Adsorbat in der iiblichen Weise hergestellt und in 40 ccm 

Wasser -- 3ccm m/15 Phosphat aufgeschwemmt. 


A’: das gleiche Adsorbat, aber auf 5 ccm noch 1 cem m/15 Phosphat 
hinzugegeben. Je 0.5ccm Suspension -+ 0,3 ccm Kochsaft auf 1 ccm 





A A 
mg Milchsfure in 2h. ........ : 0,136 0,200 
Anfangswert : 0,605 1,067 
, r | =_— = 
Phosphat in mg P, | verestert torent 0.412 0.717 


Versuch 5. 30. Juni 1927. 
A,: Adsorbat in der tiblichen Weise hergestellt, suspendiert in 
37 com Wasser -+- 2cem m/15 Phosphat. 
A, : 0.2 cem m/15 Phosphat auf 1,2 cem zur Suspension im Glyko- 
lysegefaB gegeben. 
B: Zweite Aluminiumfallung, suspendiert in 15 ccm Wasser 
leem Phosphat. 


B’: Dasselbe, 0,2 com m/15 Phosphat auf 1,2 cem zur Suspension 


im GlykolysegefaB gegeben. 
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A A) B* B 

Milchs&ure in 21 , 0.300 0.500 (0.48) 0.570 
| Anfangswert ‘ 0.655 1.515 1.616 

sph i n 0 . . 
phat in mg P205\" \crestert 0.340 0.541 0.496 
Stickstoff in 1 cem 0.532 0.607 
0.094 0.157 0.157 
0.239 0.375 0.322 


* Veresterung nicht bestimmt 


Wie man sieht, wird durch Verdopplung des Phosphats der Umsatz 

och um 50°, gesteigert. 

Der Kochsaftzusatz betrug in der Regel 0.3 bis 0.5 cem. Wurde 
der Kochsaft nicht speziell gereinigt, so wird bei Benutzung gréBerer 
Mengen nicht nur das Coferment, sondern gleichzeitig das Phosphat 
sowie andere Bestandteile vermehrt. DaB® wenigstens unter Umstanden 
der Geschwindigkeitsabfall der Milchsiurebildung nach etwa 2 Stunden 
nicht auf eime Zerstérung des Ferments, sondern des Coferments 
zurickzufiihren ist, ergab sich aus Versuchen, wo in den Anhang des 
GlykolysegefaBes nochmals 0.3cem Kochsaft gegeben waren. Dieser 
wurde dann, nachdem die Geschwindigkeit des Umsatzes abgefallen 
war, in die Versuchslésung eingekippt. Darauf stieg did Umsatz- 
geschwindigkeit von nevem an, um allerdings nach nicht sehr langer 
Zeit wiederum abzufallen. Ein solcher Versuch ist auf Abb. 1 dar- 
gestellt. 


220;,— - - n 
10 

160) 
140, | 
120} 





vo} 
za 
7 60 wD 720  —_ F790" 
Abb. 1 
Wirkung des Cofermentzusatzes auf die \msatzgrobe 
Kurvel: @ @ cmm Kohlensiure (lemm CO, 0,004 mg Milchsaure) in Gegenwart 


von 0,3ccm Kochsaft auf I com Gesamtflissigkeit. 
In einer zweiten Probe von gleichem Umsatz wird nach 150 Minuten aus dem Anhbang des 
GlykolysegefaBes 0,3 ccm: Kochsaft eingckippt. Dies entspricht Kurve Il : 





Ill. Die Elution vom Aluminiumadsorbat. 


Die Elution des Ferments aus dem Aluminiumadsorbat geschah 


in der Regel so, daB 6cem mit 2cem m/15 Na,HPO, kurze Zeit 
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mit der Hand im Zentrifugenglas kraftig geschiittelt wurden. Da 
wurde die Lésung mit 2000 Touren pro Minute kurz abzentrifugi: 
die tiberstehende Lésung abgegossen, mit Acetatpuffer neutralisi: 
und in einem zweiten Zentrifugenglas mit 6000 Touren zentrifugie: 
Die Eluierbarkeit war sehr wechselnd; sie hing vor allem stark \ 
der Dauer des Schiittelns ab. Erschwerend fiir eine gute Elution 
die starke Schiittelinaktivierung des Ferments. Ein bloBes Verriihre 
des Adsorbats mit Phosphat ist ungeniigend, andererseits wird das 
Ferment durch 30 Minuten langes Schiitteln auf der Schiittelmaschin, 
in Eiswasser vollkommen inaktiviert. Am besten bewahrte sich |\) 
bis 30 Sekunden langes Schiitteln mit der Hand. Das Adsorbat Jali 
sich mehrmals eluieren, und auch nach dreimaliger Elution ist der 
Xiickstand noch stark aktiv. Es sei zunichst ein Versuchsbeispic! 
gegeben, in dem das Adsorbat wiederholt eluiert wurde. 


Versuch 6. 22. Juni 1927. 

Zwei Adsorbate vom gleichen Extrakt mit zwei Al-Praparaten B 
verschiedener Herstellung werden jedes eluiert (b, und b,) (6 ccm 
Suspension + 2cem Phosphat px 7,4), nach Abzentrifugieren der 
Elution nochmals im gleichen Volumen Wasser aufgeschwemmt und 
wieder mit 2cem Phosphat eluiert (b, und b,). Der Riickstand 
wird ebenfalls gepriift und ergibt gegeniiber den Adsorbaten eine un 
verinderte Wirksamkeit. 





Bi, b; be bs 


mg Milchsiure .. . 0,059 0,092 , 0,057 0,023 


Phosphat in mg P, Os, verestert ' 0,681 0,500 | 0,318 0,379 
mg Stickstoff in leem .....%...... 0,182 0,119 | 0,084 | 0.0727 
: 0,0514 0,129 0115 0,046 


“. 


u” 0.823 1.030 0,925 1.12 


Die Notwendigkeit kraftigen Schiittelns zur Elution ergibt sich 
beispielsweise aus folgendem Versuch. Adsorbat A’ wie iiblich her- 
gestellt; 14cem der Suspension + 1cem Phosphat, ein Teil (6 ccm) 
ohne Schiitteln zentrifugiert: Elution b,. Ein zweiter Teil (4 ccm 
Suspension + 2ccm Phosphat) mit der Hand kraftig geschiittelt: b, 


Versuch 7. 14. Juni 1927. 





A’ b, b} 
ee a te oe es ae eg a 0,480 0,032 0,337 
Phosphat in mg P,0,;, verestert ..... . 0,148 0,291 0,492 
me Stieketo pro gem. . . 2s 2 se st 0,560 0,196 
ta ee ee. ee 0,181 0,484 
u"’ 0,222 —- 1,020 
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Andererseits wird die Zerstérung des Ferments bei zu kraftigem 
Schiitteln durch den folgenden Versuch 8 belegt. 
b,: 5eem des Adsorbats A ohne Schiitteln mit 1,5 ccm Phosphat 
ntrifugiert. b,: 5cem Suspension + 2cem Phosphat (pq 7,4) eine 
Stunde auf der Maschine in Eis geschiittelt. b,;: 5ccem Suspension 
2cem Phosphat (pq 7,4) mit der Hand geschiittelt und zentrifugiert. 


Versuch 8. 20. Juni 1927. 





b, b; by 
g Milchsiure Q o as0 
} J angswert 1,090 1.133 0.912 

Phosphat in mg P, Os! Ani — ‘ . 

| vwerestert ... . 0,342 0.373 0.106 
oes OOP OO fk on wos ee 0.098 0.126 
v — 0,257 
0.581 0.617 


Eine Zusammenstellung weiterer Versuche mit Elution ist in der 
Tabelle VIII enthalten. Kleine Unterschiede in der Reaktion der 
Phosphatlésung, insbesondere zwischen py 7,4 und 8,0, scheinen ohne 
EinfluB zu sein. Gelegentlich stieg die Wirkung der Elution, wenn 
ein feiner EiweiBniederschlag bei hoher Tourenzah! (6000 pro 
Minute) abzentrifugiert war. 


Tabelle VIII. 


Elution von Tonerdeadsorbat. 





Bezeichnung Koch- Milchsaure | Veresterung Nin l ccm 


Nr. Datum der saft in 2 Std. in 2 Std. nv’ a 
1927 Fraktion ccm mg mg P.O; mg 
1 30. VI. Susp. A, 0,3 0,410 0,313 0,532 0,129 0,254 
b, 0,3 0,327 0,452 (),252 0.216 0,600 
Ag 0,3 0,265 0,117 _ . 
2) 23. 1X. Susp. A 0,4 0,295 0,422 0,691 0,071 (0,202 
b; 0,5 0,300 0,387 0,172 0,291 0,772 
b, 0,5 0,142 0,400 0,210 0.1125 0,520 
b; 0,5 0,164 0,495 0,214 0,1295 0,624 
bg 0,5 0,168 0,388 0,189 (0,152 0,590 
bg 0,5 0.1605 0,409 0,196 0.140 0.586 
3 | 26. 1X. Susp. A, 0,4 0,437 0,467 — 
b; 05 0,100 0,406 0.2805 0,089 0.561 
b, 0.5 0,190 0,689 0,140 0,149 0,841 
26. 1X. Susp. A, 0,4 0,437 0,467 -- 
b, 0.5 0,100 0.406 0.2805 0,089 0.561 


b; 0.5 0.130 0.358 0.140 0.155 0,700 
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Die Bezeichnungen der Fraktionen entsprechen denen des Sche 
S. 147 
die zweiten Elutionen des Adsorbats dar. 


In Versuch 2 vom 23. September stellen die Lésungen b, wn 
Wahrend b, 30 Sekun 
mit der Hand geschiittelt ist, sind alle weiteren zur Elution 30 Minuw 
lang in Eis langsam auf und ab bewegt. b,; und bj sind mit sekundaren 
Man sieht, daf 
FinfluB auf das 


Phosphat, b, und b, mit Phosphat px 7.4 eluiert 


alle diese Verschiedenheiten keinen deutlichen 


fesultat haben 


Die Haltbarkeit sowohl der Adsorbate wie der Elution 
nach 24 und gelegentlich auch nach 48 Stunden gepriift 
der Resultate zeigt die Tabelle IX, aus der hervorgeht, daB 


24 Stunden die Wirksamkeit meist nur um etwa ein Drittel gefalle: 


wurd 
Eine Auswah 


naci 


ist (manchmal gleich geblieben, manchmal auch auf etwa die Halft: 
herabgegangen), nach 48 Stunden aber noch etwa ein Viertel betriigt 
Der Abfall der Wirksamkeit ist 
Ferments tiber die Acetatfaillung und hangt daher wohl nur von den 


aihnlich wie bei der Reinigung des 


teinheitsgrad ab. 
Tabelle 1X. 
Haltbarkeit. 








cmm CO, in 2 Std 


Datum Suspension Elution ~~ — r ints dh ; ies w 2 sateen 
‘Herstellung. | 28¢h 24 Std. nach 48 Std. ™ 
14. VI A 132 165.5 0,710 
A’ 123 95 : 0,560 
b”’ 124.5 72 28,2 0,196 
24. VI. Ay 67,9 75,4 — 
b, 54.1 26,9 
b, 71,7 50,1 
AY 108,3 67,3 -— 
30. VI. A, 128 95,5 
b, 118,7 104 
by’ 115 77,1 
B 158 76,8 
c 90 47,9 
A,* 170 131,8 — 
B* 120 85 
6. VIL. A, 243 135 51,9 0.487 
A; 117,0 66,0 
7. VII. A 146,5 151 46,3** 0,539 
13. IX A, 173 49 0,703 
A, 302 146.5 0,976 
b; 121 92.9 - 0,262 
16. IX. A, 197 52 0,652 
bi 93,7 31,6 0,186 
* Gilt fir 90 Min. ** Nach 72 Std. 
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IV. Einflu8 chemischer Substanzen, 

Die Versuche dieses Abschnitts dienten der Frage, ob die Be 
einfluBbarkeit der Milchsaurebildung in den genuinen Muskelextrakten 
wich am gereinigten Ferment unverindert fortbestiinde. Dies war 
in vollem MaBe fiir die Wirkung der Blausiure der Fall Nach 
0. Meyerhof' hemmt 8 . 1077 n HCN die Milchsaurebildung im Muskel- 
extrakt etwa 70°,; 16.107? n hemmt noch nicht. Die Hemmungs 
starken beim gereinigten Ferment waren etwa dieselben. 107° und 
? 1072 n hemmten den Gesamtumsatz noch nicht, sondern steigerten 
ihn sogar, hemmten aber schwach die Milchsaurebildung, die empfind.- 
icher ist als die Veresterung. 5.107" n hemmt schon sehr stark. In 
der Tabelle X sind zwei Versuche mit Elutionen wiedergegeben 


Tabelle X. Cyanidwirkung. 





Milch- P.O; N in Anderung 
10-2n Pras saure verestert tk. . in KCN 
Nr. Datum KCN parat im 2 Std. | in 2 Std. lecm u u 
1927 mg mg mg u “ 

6. VII. 0,189 0.250 0,165 O191 O515 
l a 0,149 0.747 0,165 01505 1112 — 21 +544 
2 a 0,150 0.713 0165 0152 1,075 20 + 52 

2'7.V0 - = 0,144 0513 0171 0.1405 0,780 
1 = 0.092 O.858 O171 0,098 1,168 30 + 33 
2 _ 0 0.778 0171 0 0,970 100 +419 
D 0 ea.0.110 O171 0 0.214 100 73 


Anders die Fluoridwirkung. Bereits in meiner vorigen Arbeit 
ist gezeigt, daB die Empfindlichkeit des Ferments gegen Fluorid 
durch Zusatz von EiweiB erhéht wird. Dementsprechend findet sich 
in meinen jetzigen Versuchen, daB die Reinigung des Ferments die 
Empfindlichkeit herabsetzt. Die Versuche wurden ausschlieBlich 
mit Elutionen aus Acetatfallung nach Abschnitt I gemacht, bei denen 
der EiweiBgehalt auf ein Viertel bis ein Achtel herabgesetzt war 
n/l0 NaF, das die Milchsiurebildung im genuinen Extrakt komplett 
hemmt, setzt sie in der gereinigten Elution nur auf etwa 50°, herab 
und zwar scheinbar um so weniger, je eiweiBarmer die Lésung ist. 
Gleichzeitig ist dabei die Veresterung nicht gesteigert, sondern meist 
sogar verringert. Es bleibt also in diesem Falle nur noch die Gesamt- 
hemmung des Zuckerumsatzes bestehen, wie man sie auch sonst bei 
hohen Fluoridkonzentrationen findet, wahrend die spezifische Hemmung 
des Esterzerfalls in Wegfall gekommen ist. Diese Versuche sprechen 
zugunsten der Auffassung, daB das Fluorid an den eiweiBhaltigen 
Begleitstoffen des Ferments angreift. 


1 Diese Zeitschr. 183, 203, 1927. 
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Tabelle XI. 
Wirkung des Fluorids (n/10) auf gereinigtes Ferment. 
mg Milchsaure P.O. U:% 
gebildet mg P2Os e<: 
Art der Vers N in Hs 
Nr. Datum Ferment> suchss hn verestert leem | o'3% 
lésung zeit ohne mit Pinta . crs 
Fluorid Fluorid —- ohne mit = 
1927 Min. Fluorid Fluorid mg = 3 
] 7. UL. Elution b; 120 | 0,203 0,105 0,730 | 0,024 0,023 0,740 $s 
2/11.11.' Extrakt 60 0,819 0,094 0,318 | 0,090 0,318 3,750 x9 
Elution b, 60 | 0,330 0,178 0,740 0,250 0,262 0,922 46 
bo 60 0,126 0,127 0,635 | 0,133 0,103 0,413 0 
3 16.11. Extrakt 60 0.670 O 0.433 0.162 0386 3,460 100 
Elution b, 60 0174 0,048 0,625 0,135 0,130 0,833 72 
be 60 0,025 0,018 0,574 | 0,063 0,056 0,248 2S 
4 5. V.' Extrakt 60 0443 0,017 0,396 0,296 0,396 3,390 97 
Elution b 60 0.225 0,093 0,624 0,204 0,262 0,399 it) 
hb’ 60 0.190 0.079 0624: 0244 0.204 0.350 DS 
mg Zuckerumsatz 
r =a 
10 oe ae ! 
a : a 
a" | ta) 
PS mM A 
=, 4 7 
> y 
s ¥ 


7 


J c 








mq Lucherveresterun 


Abb. 2. 


Abb.2. Wirkung des Arseniats auf die Milchsaurebildung u 


Abszisse: Zeit in Minuten. 


Ordinate: nach oben 








120 


Abb. 3 


Phosphatveresterung im Tonerdeadsorbat 
gebildete Milligrainm Milchsaure, nach 





unten 


veresterte Menge Hexosephosphat in Milligramm Zucker 


ohne Arseniat, 
Kurve Ia: Milchsaurebildung, 





--~ mit Arseniat. 


Ib: Phosphatveresterung. 


Kurve Ila: Milchsaurebildung, Ilb: Phosphatveresterung. 
Die senkrechten Geraden bei 3h bezeichnen den Gesamtumsatz des Zuckers mit und 


ohne Arseniat, der, wie man sieht, in beiden Fallen fast gleich ist. 


1,48 mg gibt den Anfangsgehalt an Phosphat an. 


Der horizontale Pfeil be 


Abb. 3. Milchsaurebildung und Phosphatabspaltung aus Hexosediphosphat mit und ohne Arseniat 
Abszisse: Zeit in Minuten. 
ohne Arseniat. -- 


- mit Arseniat. 





Ordinate: Milligramm abgespaltener Zucker 
a: Milchsaéurebildung. b: Phosphatabspaltung. 
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Sehr ausgesprochen ist dagegen die Arseniatwirkung auf das 
reinigte Ferment und entspricht genau derjenigen im _ frischen 
Extrakt!. Dort ergab sich, daB 107% bis 2.10~* mol. Arseniat die 
Milchséurebildung erhéht unter Aufspaltung eines aquivalenten Be- 
trages Hexosediphosphorsiure. Es entsteht demnach ein der Milch- 
iurebildung ungefahr entsprechendes Plus an anorganischem Phosphat 
sowohl bei der Spaltung der Polysaccharide, wie bei der direkten 
Spaltung der Hexosediphosphorsdure. Dasselbe gilt fiir das gereinigte 
Ferment, wie es sich aus den Kurven (Abb. 2 und 3) sowie aus der 
Tabelle XII ergibt. Der Gesamtumsatz bei der Polysaccharidspaltung 
wird demnach durch Arseniat nicht oder nur wenig vermehrt. (Bei 
Konzentrationen iiber 0,5.107% m Arseniat steigt die Milchsaure- 
bildung weniger als die Abspaltung des Phosphats.) Die Versuche 
lieBen sich nur mit dem Tonerdeadsorbat anstellen; die Elution des 
Adsorbats wird durch Arseniat nur schwach beeinfluBt. Gleichzeitig 
geht aus diesen Versuchen hervor, daB das starke Uberwiegen der 
Veresterung, das man allgemein in den gereinigten Fermentlésungen 
heobachtet, nicht auf einem Fehlen des spaltenden Ferments beruhen 
kann, sondern nur auf einer Inaktivierung, die sich durch das Arseniat 
beheben 1aBt. 
Tabelle XII. 


Wirkung des Arseniats auf das gereinigte Ferment, 








: € oe? a mg P2 O05 35 if 
: 3. \sed| 33 | Bg o3 ScEs 
Datum fer | Keble (88 388 32 322 . 5 | 88 Gece 
r atum ahihe hydrat- Ee’ oe Ss se 2 a =e. ae: 
eung, te > E82 SS SES € F | Be BEG 
= as " $23 > s o* i323 
1927 Std x mg bias ES &s& 
1 | 3X.) Susp.| 04% | 8 0450 - 1,148 | 0,816 0,425 
Ay Starke 
ebenso ebenso 3 2 0.546 0,096 1.167 1.017 0192 0238 
= - 3 1 0.598 0148 1.148 0.984 0.210 0215 
3 0.5 0588 O18 1.127 0.950 0.226 0.199 
2 ee - ‘ 2 — 0,314 1,198 0,600 0.765 — 
a 2 2 0,412 0.098 1.208 1.130 0.100 0.665 
. a3 2 1 0.748 0484 1.198 1.120 0.087 0.678 
- ‘i 2 05 0,921 0,607 1.198 1,097 0.129 0,636 
> 128. x. a 1 (),224 —_ 1.168 0.667 0,642 
s 1 05 0464 0240 1.168 0,984 0,236 0406 
& a 2 - 0,484 1,168 0,645 0,669 
* 2 0.5 0,920 0486 1.168 1,088 0.170 0499 
s . 3 — 0515 - 1,168 0,691 0,610 
ns ¢ 3 0.5 1,122 0607 1.168 1.080 0113 0497 
4 27.X.; . ym 0 me 3 0,422 1,079 1,241 0,207 
. shensint 3 0.5 0.568 0.146 1.079 1.349 0.346 0.189 


* Img P.O; 1,38 mg Hy PO, = 1,27 mg Hexose. 


1 O. Meyerhoj, diese Zeitschr. 188, 197, 1927. 
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Zusammenfassung. 


Die Reinigung des milchsiurebildenden Ferments des Mus} 
vom Eiweibgehalt des wasserigen Muskelextrakts lieB sich nach zw 
Methoden ausfiihren : 

1. Wiederholte Acetatfillung bei pa 5 und daran anschlieBenk 
Eluierung mit verdiinntem Phosphat bei pq 7,5 bis 8. 

2. Adsorption des Ferments an Tonerdepraparate nach W iilstdti, 
und Eluierung mit Phosphatlésung. 

Methode 1 gibt zwar gelegentlich hohe Reinheitsgrade (bis g 
der 50fachen Wirksamkeit des Ausgangsextrakts); doch sind di 
Resultate schlecht zu reproduzieren. Methode 2 fiihrt dagegen zu seh: 
regelmaBigen Ergebnissen, wobei unter optimalen Bedingungen di: 
Wirksamkeitssteigerung etwa das 20fache des Ausgangsextrakts er 
reicht. Die UmsatzgréBe hiangt jedoch von verschiedenen Faktore) 
insbesondere von der Verdiinnung des Tonerdeadsorbats ab baw. vo: 
der Verteilung des Ferments und der Ballaststoffe zwischen Nieder 
schlag und Lésung. Die Elution geschieht hier durch kurzes Schiitteln 
mit Phosphatlésung, wahrend stiirkeres Schiitteln das Ferment in 
aktiviert. Auf jeden wird nur der hitzeempfindliche Teil des 
Ferments auf diese Weise von eiweiBhaltigen Begleitstoffen befreit 
Der Zusatz des kochbestandigen Coferments ist unter allen Umstanden 
fiir die Milchsdurebildung notwendig und geschieht durch die Zugalx 
des Muskelkochsaftes. 

Das gereinigte Ferment ist relativ bestandiger als der Extrakt 
Wahrend dieser schon in wenigen Stunden enzymatisch unwirksan 
wird, sinkt die Wirku.gsstarke gereinigter Fermentlésungen in 24 bis 
48 Stunden nur auf etwa die Halfte. Auf die gereinigte Fermentlésung 
wirkt das Fluorid auBerordentlich viel schwicher als im genuinen 
Extrakt, in Ubereinstimmung mit der Annahme, daB es an den eiweil 
haltigen Begleitstoffen des' Ferments angreift. Dagegen ist die Arseniat 
wirkung etwa dieselbe. Es wird die sich sonst bei der Milchsiure 
bildung anhaiufende Hexosediphosphorsiure in Gegenwart von 107° 
bis 10~' mol. Arseniat gréBtenteils aufgespalten und eine etwa aqui 
valente Menge Milchsaure zusiitzlich gebildet. Das ist besonders deshal!) 
bemerkenswert, weil im allgemeinen in der gereinigten Fermentlésung 
die Veresterung die Milchsiurebildung weit iibertrifft. Dies beruht 
aber nicht auf einer Trennung des veresternden vom milchsiure 
bildenden Ferment, wie eben die Wirkung des Arseniats beweist, w: 
der tiberschiissig veresterte Zucker in Milchsdure gespalten werden kann 
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Besteht eine Proportionalitit zwischen der Arbeitsleistung 
und der Milchsiure-, Phosphor- und Zuckermenge im Blute? 


Von 
N. P. Riabouschinsky. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium des wissenschaftlichen Staats- 
instituts fiir Arbeitsschutz zu Moskau.) 


(Eingegangen am 12, Dezember 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Jede Kontraktion des Muskels ruft bekanntlich die Bildung von 
Milchséure hervor. Je intensiver und andauernder die Muskelarbeit 
ist, desto mehr gelangt die in den Muskel),.entstandene Milchséure in 
den Blutkreislauf und desto langsamer verschwindet sie aus demselben 
wihrend der Ruheperiode. In den letzten Jahren sind zahlreiche 
Arbeiten erschienen, die sich mit der bei verschiedenen Arten von 
Muskelarbeit entstandenen Milchsiuremenge befassen. Die Muskel- 
arbeit bestand fiir gewéhnlich in Treppensteigen und Trittbewegungen 
auf ein und derselben Stelle, oder es wurde auch eine Untersuchung 
der Versuchsperson nach Sportiibungen vorgenommen. Bei diesen 
verschiedenen Arten von Ubungen, die im groBen und ganzen fast die 
gesamte Kérpermuskulatur in Anspruch nahmen, fehlte eine strenge 
Arbeitsdosierung, auch wurde die Arbeitsleistung auBer acht gelassen. 
Wir wollen daher feststellen, ob eine Proportionalitat zwischen der von 
einer bestimmten Muskelgruppe ausgefiihrten Arbeitsleistung und der 
Milchséiuremenge im Blute besteht. 

AuBer der Milchsiure haben wir auch den anorganischen Phosphor 
im Blute bestimmt, da aus den Arbeiten von Embden und seinen Mit- 
arbeitern hervorgeht, was fiir eine wichtige Rolle das Lactacidogen 
bei der Muskeltatigkeit spielt. Hmbden und Grafe' stellten eine Phosphor- 
vermehrung nach Muskelarbeit fest. Havard und Reay*® beobachteten 
ebenfalls einen geringen Phosphoranstieg im Blute unmittelbar nach 
Muskeliibungen mit darauffolgendem Sinken des Phosphorgehalts im 
Vergleich zum urspriinglichen Niveau. 


1! Embden und Graje, H. 118, 108, 1921. 
* Havard und Reay, The Journ. of Phys. 61, Nr. 1, 1926 
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Sehr interessant ist auch das Studium des Einflusses der Musk: 
arbeit auf den Zuckergehalt im Blute. Die Ansichten der Autoren iib 
die Frage, ob der Zuckergehalt im Blute nach voraufgegangener Musk: 
arbeit zu- oder abnimmt, stimmen nicht miteinander iiberein, daly 
haben wir uns entschlossen, den Zuckergehalt im Blute gleichfalls z 
ermitteln. 

Bei allen Versuchen der physischen Arbeit ist der Grad der Gx 
wohnung der Versuchsperson sowie eine richtige Arbeitsdosierung vo) 
groBber Bedeutung, doch ist auBer diesen Punkten auch der psycho 
physiologische Zustand der Versuchsperson zu beriicksichtigen. Das 
Nervensystem spielt eine iiberragende Rolle bei den physiologischen 
Prozessen, die sich in den Muskeln abspielen; unsere gegenwiartigen 
Kenntnisse reichen aber zur vdélligen Erforschung dieses Gebietes 
noch nicht aus, so daB es sich daher unserer Beobachtung entzieht 
Die Bedeutung dieses Faktors ist aber um so gréBer, als wir es hier 
nicht mit einem isolierten Muskel oder einer isolierten Muskelgruppe 
zu tun haben, sondern mit einem verwickelten Komplex der verschieden- 
artigsten Systeme und Organe, die von einem hochdifferenzierten 
Nervensystem geleitet werden, mit anderen Worten: es handelt sich 
hier um den gesamten Organismus. 


Methodik. 


Der Gewohnungsgrad (Einiibung) spielt bekanntlich eine groBe Rolle 
hinsichtlich der Frage, in welcher Weise ein Organismus auf Arbeit reagiert. 
Wir fiihrten daher die Versuche in unserem Laboratorium an Studenten 
aus, die erst wahrend mehrerer Monate an die entsprechende Tatigkeit 
gewohnt wurden. Die Versuche wurden an einem vertikalen, von AK. Ch. 
Kektschee/ konstruierten Ergometer vorgenommen. Dieses Ergometer 
(Abb. 1) gestattet eine genaue Dosierung der Arbeit, die der Versuchs 
person vorgeschrieben wird. Der Apparat besteht aus einem Rahmen, der 
auf zwei senkrechten, die Richtung angebenden Stahlstaben frei verschiebbar 
ist. Die Reichweite seiner Bewegung ist durch Gleitvorrichtungen, die aut 
eine beliebige Héhe verschoben und eingestellt werden kénnen, begrenzt. 
Auf den Rahmen wird die gewiinschte Belastung aufgelegt; er wird mit 
Hilfe einer Stahltrosse, die iiber den Reif eines Velorades wie iiber einen 
Bock gewunden ist, gehoben. Am anderen Ende der Trosse ist ein biigel- 
artiger Henkel fiir die Versuchsperson angebracht. Das Arbeitstempo, 
d.h. die Zahl der Belastungshebungen pro Minute, wird vom Metronom 
angezeigt. Auf diese Weise kann man mit Hilfe dieses Ergometers die 
Hubhéhe des Gewichts (Amplitude der Handbewegung), das Tempo und 
die Belastung verandern und auch die GréBe der ausgefiihrten mechanischen 
Arbeit bestimmen. Die Arbeit am Ergometer wurde stehend ausgefiihrt, 
wobei die Versuchsperson mit der rechten Hand am TroBShenkel zog und 
auf solche Weise die Belastung hob; bei unseren Versuchen war die Hub- 
héhe konstant gleich 53cm. Das Arbeitstempo (nach dem Metronom) 
gleich 30 Schwingungen pro Minute, die Arbeitsdauer war auf 4 Minuten 
festgesetzt. Diese Bedingungen blieben in allen Versuchen konstant. Wir 
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é randerten in den einzelnen Versuchen nur die Belastung und somit also 


lie Arbeitsleistung. Die Gewichte waren gleich 5,5, 7,5, 9,5, 11,5 und 13,5 kg; 











Abb. 1. 


die Arbeitsleistung war entsprechend 2,18, 2,98, 3,78, 4,57 und 5,37 kg-m_ sec. 
Die Versuche wurden stets friihmorgens auf niichternen Magen ausgefiihrt, 
wobei die Versuchsperson nach der Ankunft im Laboratorium vorerst 


11* 
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45 bis 60 Minuten liegend ruhte. Es mu’ bemerkt werden, daB zw 
der Untersuchten 7 Minuten zu Fu vom Institut entfernt wohnt« 
drei etwa 15 Minuten entfernt, daher konnte von einer Ermiidung vo 
Gehen vor dem Versuch keine Rede sein. An jeder Versuchsperson wurd 
das Experiment nur einmal taglich ausgefiihrt. Zur Untersuchung wurd 
das Blut der Ellenbogenvene (Vena mediana cubiti) entnommen: das erst: 
mal vor Beginn der Arbeit, das zweitemal sofort nach der Arbeit, das dritt« 
mal nach 15 Minuten, zum viertenmal 30 Minuten nach der Arbeit. Wahrend 
der Blutentnahme sa8 die Versuchsperson stets, nach Beendigung der Arbeit 
ruhte sie sitzend. Die Stauungsbinde wurde erst im Augenblick des Nade! 
einstiches um die Hand gelegt und darauf sofort entfernt. Ein Teil de: 
Versuche wurde so ausgefiihrt, daB das Blut nur dem Arm, mit dem 
arbeitet worden war, entnommen wurde; bei anderen dagegen wurde das 
Blut aus beiden Armen gleichzeitig, dem taitigen und dem untatigen, ge 
nommen. Die Versuche wurden sowohl bei dynamischerals auch bei statischer 
Arbeit vorgenommen; bei den letzterwihnten Versuchen wurde das Blut 
zur Untersuchung gleichzeitig aus beiden Armen entnommen. Die Be 
dingungen bei statischer Arbeit waren folgende: Die an dasselbe Ergo 
meter gewohnten Versuchspersonen hielten in der rechten Hand ein Gewicht 
von 14 kg, bis sie es nicht mehr zu halten vermochten. Die Dauer einer 
derartigen Arbeit betrug gewéhnlich 9 bis 12 Minuten. Die Versuchspersonen 
klagten oft iiber Schmerzen in den Muskeln; bei dynamischer Arbeit blieben 
solche Klagen aus. Die Milchséure im Blute wurde nach der kolorimetrischen 
Methode von Mendel und Goldscheider, der Phosphor nach der Methode 
von Fiske und Subbarow, der Zucker wurde anfangs nach der Methode von 
Folin und Wu, spaterhin nach der Methode von Hagedorn und Jensen 
bestimmt. 
Milchsduregehalt im Blute bei Muskelarbeit. 


Aus den in Tabelle I angefiihrten Versuchen, bei denen das Blut 
nur dem tatig gewesenen Arm entnommen wurde, ersehen wir, dal 
der Prozentgehalt der aus den Muskeln in 
den Blutkreislauf gelangenden Milchsiure 
der Arbeitsleistung proportional ist. Dies« 
Beziehung ist bei den Versuchspersonen A 
und B. deutlich ausgepriagt. Bei der Ver- 
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S vod suchsperson .K. tritt die Proportionalitat 
s nicht so deutlich hervor (besonders bei 
2 einer Arbeitsleistung von 2,88 und 3,78 kg- 
2 300 ‘ ; , * 
> m/sec), obgleich auch in diesem Falle die 





Milchséuremenge bei Erhéhung der Arbeits- 
leistung zunimmt. Die durchschnittlichen 
Milchséurewerte fiir B., A. .und K. sind 
graphisch auf Abb. 2 wiedergegeben, wobei 
die verschiedenen Leistungen auf der Abszisse 
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278 «298 +378  %57 35,37 
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Abb. 2. 





die prozentuale Zunahme an Milchsaurc 
(unmittelbar nach der Arbeit) auf der Ordinate 
aufgetragen sind. Man mu dabei in Betracht ziehen, daB wir es bei 
allen diesen Versuchen, wie bereits erwihnt, nicht mit einer isolierten 
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Muskelgruppe, sondern mit einem komplizierten Organismus zu tun 
haben, dessen psychophysiologischer Zustand auf irgend eine Weise dic 
Deutlichkeit des Versuchs und die zu erhaltenden Ergebnisse beein- 
fluBt. Dieses Verhalten wird noch dadurch bestatigt, daB die ab- 
soluten Werte fiir die Milchsiure im Blute, die bei den Versuchs- 
personen an verschiedenen Tagen im Ruhezustande (vor Beginn der 
Arbeit) auch keine konstante GréBe vorstellten, gewisse Schwankungen 
aufwiesen. 

Was die Geschwindigkeit der Milchsdéureelimination aus dem 
Blutkreislauf wahrend der Resynthese (15 und 30 Minuten nach Arbeits- 
beendigung) anbetrifft, so l4Bt sich auch hierbei eine gewisse Gesetz- 
maBigkeit beobachten: Je mehr Milchsaure infolge Arbeit in den Blut- 
kreislauf diffundiert, um so langsamer veischwindet sie aus demselben 
wahrend der Ruheperiode. Der ResyntheseprozeB im Organismus ist 
von einer ganzen Reihe von Bedingungen abhangig, so z. B. der Ge- 
schwindigkeit des Blutstromes, der Herz- und Nierentatigkeit, der 
Blutversorgung der Muskeln, der synthetischen Fahigkeit des Muskel- 
gewebes und wahrscheinlich auch der Leber usw. Der EinfluB aller 
dieser Bedingungen auf den Erscheinungsverlauf in der Ruheperiode 
laBt die Méglichkcit der Feststellung einer mathematisch genauen 
Abhangigkeit nicht zu. Jedoch ist aus unseren Versuchen ersichtlich, 
daB z. B. bei der Versuchsperson B. bei einer Arbeitsleistung von 
4,57 kg-m/sec, als die Steigerung des Milchsdiuregehalts im Blute tiber 
500°, betrug, der Sauregehalt im Blute nach 30 Minuten Ruhepause 
noch aicht auf das urspriingliche Niveau zuriickgegangen war. Bei 
geringerem Anstieg der Milchsiure im Blute wird im Zusammenhang 
mit einer leichteren Arbeit nach vollendeter Tatigkeit schneller die 
Norm wieder erreicht. Was die Versuchsperson K., als die physisch 
starkere, anbetrifft, so erreicht die Milchsiuremenge nach 30 Minuten 
Ruhezeit nur bei einer gréBeren Arbeitsleistung (bei 5,37 kg-m/sec) 
nicht ihr anfangliches Niveau. 

Wahrend der Ruheperiode vollziehen sich in den Muskeln intensive 
Resyntheseprozesse. Letztere verlaufen um so lebhafter, je besser die 
Sauerstoffversorgung der Muskeln ist, ferner je schneller der Blutstrom, 
d.h. je schneller die Milchsiure vom Orte ihrer Entstehung entfernt 
wird und je energischer die Prozesse der Oxydation und Synthese sich 
abspielen. 

Meyerhoj, Lohmann und Meier’ sind zu dem SchluB gekommen, dali 
sich im FrosehschenKel beim Durchleiten der Milchséiure in Ringerlésung 


die Synthese der Kohlehydrate vollzieht. Aus der Mitteilung von Barr 
und Himmwich® ist ersichtlich, daB die untaétigen Muskeln die Milchséure, 


1 Meyerhof, Lohmann und Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925 
2 Barr und Himmwich, Journ. Biol. Chem. 55, 1923. 
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die von den arbeitenden Muskeln gebildet wird, absorbieren. Jansen und 
Jost* schlossen aus ihren Versuchen — beim Durchleiten von Milchsaéur 
durch die GefiBe des Hundes wahrend 20 Minuten —, daB die Muskel: 
im Ruhezustande zeitweilig die Milchséure zuriickhalten kénnen, worauit 
sie letztere allmahlich an den Blutkreislauf abgeben. Da die Nieren bei 
diesen Versuchsbedingungen eine geringe Menge von Milchsaéure in den 
Harn ausschieden, so sind die Autoren zu der Erkenntnis gekommen, dal} 
nicht in den Muskeln, sondern in anderen Organen, allem Anschein nach 
in der Leber, eine Resynthese der Milchséure vor sich geht. DaB die Leber 
an den synthetischen Prozessen beteiligt ist, wurde wiederholt von anderen 
Autoren ausgesprochen. So ist es Baldes und Silberstein? gelungen, eine 
quantitative Umwandlung der Milchsiure in Zucker, bei kiinstlichem 
Durchleiten derselben durch die Leber, nachzuweisen. Die Milchséure wird 
auBer durch Resynthese und Oxydation zum Teil als solche aus dem 
Organismus durch die Nieren entfernt. Liljestrand und Wright Wilson® 
bestimmten die von den Nieren ausgeschiedene Milchséuremenge nach 
2 Minuten langem, intensivem Treppenlauf, 30 bis 60 Minuten darauf, 
wobei der Harn jede 10 oder 15 Minuten gesammelt wurde. Wenn die 
Milchséuremenge in der Norm vor der Arbeit 1 bis 2,3 mg in 10 cem Harn, 
in einer Zeitperiode von 15 Minuten, betrug, so wuchs diese Menge unter 
Schwankungen von 85 bis 630 mg in einem Zeitabschnitt von 10 Minuten 
nach dem Lauf bedeutend an. Die Gesamtmenge der Milchséure, die im 
Laufe von 30 bis 60 Minuten ausgeschieden wurde, erreichte bei verschiedenen 
Versuchen nach dem Lauf 140 bis 1370 mg. 


Auf Grund der oben angefiihrten Angaben sehen wir, daB die 
Milchsaure, die nach der Arbeit aus den Muskeln in den Blutkreislauf 
gelangt, auf ihrem Wege der Oxydation und Resynthese unterworfen 
wird, zum Teil von den Nieren ausgeschieden oder zeitweilig in anderen 
Muskeln aufgespeichert wird. Diesem Umstand ist ihre unregelmabige 
Verteilung im ganzen Organismus, sowoh] im Laufe der Arbeit selbst, 
als auch bei der Resynthese, zuzuschreiben.: Es sind von uns eine Reihe 
von Versuchen zur Bestimmung der Milchséureverteilung im Blute 
nach beendeter Muskelarbeit ausgefiihrt worden. In den Versuchen, 
die in Tabelle II angefiihrt sind, wurde das Blut gleichzeitig aus beiden 
Armen, dem tatigen und dem untatigen, nach verschiedenen Zeit- 
abschnitten untersucht. Bei Durchsicht der Zahlen der Tabelle IT sehen 
wir, dab in dem linken Arme, der nicht gearbeitet hat, die Milchsiure- 
menge stets bedeutend geringer war, besonders unmittelbar nach der 
Arbeit. Bezeichnen wir den Milchsaéuregehalt im Blute der tatigen 
Hand mit 100, so schwankt ihre Menge in der untatigen linken Hand 
in den Grenzen von 30 bis 70%. Die Prozesse der Milchsiéure- 
ausscheidung in den ersten 15 Minuten der Ruheperiode verlaufen im 


1 Janssen und Jost, Hoppe-Seilers Zeitschr. 148, 41, 1925. 

* Baldes und Silberstein, Hoppe-Seilers Zeitschr. 100, 34, 1917. 

3 Liljestrand und Wright Wilson, The Journ. of biol. Chem. 65, Nr. 3, 
1925. 
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linken, untaétigen Arme langsamer als im rechten; dies hingt wal 
scheinlich zum Teil von einer geringeren Erweiterung der Blutgefa! 
im untatigen Arme ab. Es ist interessant festzustellen, daB auch in de: 
Ruhezeit die Milchsiuremenge in der rechten Hand meist etwas héhe: 
ist als in der linken. Alle diese Beobachtungen gestatten uns, folgendes 
Bild von der Milchsaureverteilung im Blute zu geben. Der Muskel, de: 
eine Arbeit ausgefiihrt hat, scheidet nach deren Beendigung ununte: 
brochen Milchséure ins Blut aus, die Saure verteilt sich jedoch nich 
regelmaBig in der gesamten Blutfliissigkeit. Die Hauptmenge der 
Milchsiure befindet sich in den GefaiBen des tatig gewesenen Muskels 
und bedeutend weniger in der entgegengesetzten Koérperhalfte. Zw 
SchluB der Ruheperiode gleicht sich dieser Unterschied allmahlich au- 
Wir fiihrten auBer einigen Versuchen mit dynamischer Arbeit auc! 
solche mit statischer Arbeit aus, wobei wir den Milchséiuregehalt im 
Blute beider Arme gleichzeitig ermittelten. Die Versuchsresultate sind 
in Tabelle III wiedergegeben. Unmittelbar nach der Arbeit nimmt dic 
Milchsiuremenge im Blute des rechten, tatig gewesenen Armes zu, im 
linken Arm dagegen ist keine Zunahme oder eine nur sehr gering: 
(2 bis 3mg-°,) bemerkbar. Anscheinend wird bei statischer Arbeit 
Milchsaure in verhaltnismaBig geringerer Menge gebildet und lang 
samer im Blutkreislauf verteilt, weil die Herztatigkeit und der Blut. 
strom weniger zunehmen als bei dynamischer Arbeit. Jede statische 
Arbeit ist immer mit etwas dynamischer Arbeit verbunden (fibrillire 
Muskelzuckungen), jedoch hangt der Milchséureanstieg im Blute bei 
statischer Arbeit auBer von der (isometrischen) Kontraktion, anscheinend 
noch von einer Stauungserscheinung ab, d.h. vom Sauerstoffmange! 
Der Beweis wurde dadurch erbracht (Mendel, Werner, Goldscheider)! 
dab sich bereits be? geringem Druck der Gummibinde auf den Oberarm 
eine Erhéhung der Milchsaure im Blute feststellen laBt ; diese Zunahme 
erreichte, wie aus den Versuchen hervorgeht, sogar 35 mg-%,, wahrend 
einiger Minuten, bei einem Druck, der den systolischen Druck um 
10mm Hg iibertrifft. Bei dynamischer Arbeit der Beugung und 
Streckung des Unterarms werden Bedingungen geschaffen, die den 
Vorschub des Blutes im Blutkreislauf férdern, bei statischer Arbeit 
fehlt dagegen gerade dieses Moment. Die prozentuale Zunahme de 
Milchséure unmittelbar nach statischer Arbeit, im Vergleich mit den 
Daten der Ruhezeit, schwankt in den genannten Versuchen zwischen 
229 bis 378°, wobei die Versuchsperson die Belastung so lange hielt 
bis sie es nicht mehr vermochte. Denncoh erreicht die relative Zunahme 
der Milchséiure niemals das bei dynamischer Arbeit erreichte Niveau 
obgleich letztere nicht bis zur vélligen Ermiidung durchgefiihrt wurde 


! Mendel, Werner, Goldscheider, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 7, 8S. 306. 
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Untersucht man den EinfluB einer kurzdauernden Arbeit vy 
verschiedener Leistung auf die Schwankungen des Phosphorgehalts j 
Blute, so ergibt sich, daB unmittelbar nach der Arbeit stets eine Zu 
nahme an anorganischem Phosphor im titigen Arme beobachtet wird 
Diese Erhéhung ist verhaltnismaBig unbedeutend und steht in keinem 
bestimmten Zusammenhang mit der Leistung der ausgefiihrten Arbeit 
Bezeichnet man z. B. die anfingliche Phosphormenge der Ruhezeit 
mit 100 (Tabelle 1V), so schwankt die prozentuale Zunahme unmittelbar 
nech der Arbeit fiir die Versuchsperson B. in den Grenzen 2 bis 11° 
fiir K. und R. in den Grenzen 2 bis 5°, fiir die Versuchsperson A 
erreicht der prozentuale Phosphoranstieg nach der Arbeit gréBere Werte, 
4 bis 24%. Es gelingt jedoch wiederum nicht, irgend eine Proportionalitat 
in Abhangigkeit von der Leistung der ausgefiihrten Arbeit festzustellen 
Bei der nicht gewéhnten Versuchsperson J. tiberstieg die Phosphor- 
zunahme im Blute nicht 6°. Bereits 15 Minuten nach Arbeitsschlu8 
nimmt die Phosphormenge im Blute ab; nach 30 Minuten ist die Ver- 
minderung deutlicher ausgepragt. Die Abnahme der Phosphor. 
konzentration im Blute tragt, wie aus den angefiihrten Daten ersichtlich 
ist, einen mehr gesetzmaBigen Charakter und ist anscheinend von der 
Leistung der ausgefiihrten Arbeit abhangig. So war z. B. sowohl bei 
eingetibten als auch bei ungewéhnten Versuchspersonen bei einer 
Arbeitsleistung von 1,47 bis 2,98 kg-m/sec die Phosphorabnahme im 
Blute am Ende einer 30 Minuten langen Ruhepause nicht tiber 2 bis 5%, 
(in einem Falle war sie 9°,). Bei einer Arbeitsleistung von 4,1 bis 
5,37 kg-m/see erreichte diese Abnahme jedoch 12 bis 23%. Bei den 
nicht gewéhnten Versuchspersonen J. und R. wurde eine Phosphor- 
abnahme auf 19 bis 20°, bei einer Arbeit von 4,2 kg-m/sec beobachtet, 
wahrend bei eingeiibten eine so starke Abnahme nur bei einer Arbeit 
von 5,37 kg-m/sec beobachtet wurde. Die Phosphorabnahme nach 
Muskelkontraktionen findet nach Ansicht von Embden und Lawaczeck! 
anscheinend eine Erklarung darin, daB der frei gewordene anorganische 
Phosphor wieder zur Synthese des Lactacidogens verwendet wird. 
Je gréBer die Arbeitsleistung ist und je mehr Energie dafiir aufgewendet 
wird, um so intensiver wird wahrscheinlich der anorganische Phosphor 
fiir die Synthese des Lactacidogens verbraucht und um so bedeutender 
ist die Phosphorabnahme im Blute. Es ist méglich, daB diesem Umstande 
die erheblichere Phosphorabnahme bei nicht eingetibten Versuchs- 
personen zuzuschreiben ist als bei eingetibten bei einer Arbeit von 
gleicher Leistung. Eine erhéhte Phosphorausscheidung durch den 
Harn nach Muskeltitigkeit (2mbden und Grafe*) tibt wahrscheinlich 


1 Embden und Lawaczeck, diese Zeitschr. 127, 181, 1922. 
* Embden und Grafe, Hoppe-Seilers Zeitschr. 118, 108, 1921. 
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benfalls einen EinfluB auf die Phosphorabnahme im Blute aus. Aus 
den Versuchen, bei denen das Blut gleichzeitig im tatigen und un- 
titigen Arme untersucht wurde (Tabelle V), ist ersichtlich, daB un- 
mittelbar nach der Arbeit im rechten Arme eine Phosphorzunahme 
beobachtet wird, im linken bleibt die Phosphormenge unverandert 
15 und 30 Minuten nach der Arbeit wird im linken Arme zwar eine 
Phosphorabnahme aufgefunden, sie ist jedoch weniger bedeutend als 
im tatigen Arme. Die Differenz im Gehalt an anorganischem Phosphor 
im Blute des tatig gewesenen Armes und des nicht tatigen scheint dafiir 
zu sprechen, dab die Synthese in tatigen Muskeln energischer vor 
sich geht. 
Tabelle V. 


Phosphorverteilung im Blute bei dynamischer Arbeit. 





Vem Rechte Hand Linke Hand 
suchs« Zeit der Blutentnahme Phosphor | Phosphor Phosphor Phosphor 
— mg >» mg 
A. Ruhe eh ee ae 2,9 100 2.9 100 
Unmittelbar nach der Arbeit 8,1 107 2.9 100 
Nach 15 Minuten . 2,7 93 2.85 98 
30 ns 2.55 87 2,75 4 
A. Ruhe er a 2.9 100 2.9 100 
Unmittelbar nach der Arbeit 3,2 110 2,8 97 
Nach 15 Minuten . 2.55 87 2,8 97 
- is 2,45 84 2.7 93 
R. Ruhe a ee ee 2,45 100 2,45 100 
Unmittelbar nach der Arbeit 2.65 108 2.45 100 
Nach 15 Minuten 2,35 95 
39 » 2,15 87 2.25 91 


Bei der Untersuchung des Zuckergehaltes im Blute wird meist 
wihrend kurzdauernder Arbeit eine Zuckerzunahme  konstatiert; 
manchmal ist diese Erhéhung sehr unbedeutend und erreicht nur 
einige Prozent (bisweilen erreicht sie 50°;,), wobei wir keinen Parallelis- 
mus zwischen Arbeitsleistung und Zuckermenge nachweisen konnten. 
In der Tabelle VI sind die absoluten Zuckerwerte und ihr prozentuales 
Verhaltnis angefiihrt. In der Ruheperiode sinkt meistens die Zucker- 
menge im Blute, obgleich auch hierbei diese Abnahme des Zucker- 
niveaus in keiner Beziehung zur Leistung der ausgefiihrten Arbeit steht. 
Auf Grund ihrer Experimente kommen Fritz und Paul! zu der Uber- 


1 Fritz und Paul, diese Zeitschr. 157, 263, 1925. 
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Tabelle VI. 





-~ ue i ) =~ ~ 

5 3% 58 5 5 

3 & Zé 5 & Z6 S 8 
Ver: 2 32 22 32 $2 
suchs- Zeit der Blutentnahme ri gz ge ge gc 
person an an a” <a ae 
Zucker Zucker Zucker Zucker Zucker 

mg bt mg ° mg ° mg "lo mg 
K. IB ig i a pe 96 100 94 °100 93 100'100) 100110 10 

Unmittelbar nach der 

Be tia ee. «4 @ 102 106 105 111 99 106 108! 1085117 106 
Nach 15 Minuten. . 100 104 100 105 87 93 O91 91 106 & 

« “ae ” ae 98 101 105 111) 88 94 96 96 94 OF 
I ii i 86. 100 82 100 86 100 66 100 96 100 
Unmittelbar nach der 

. ae 110 128 101 123'103 120 103 154 100 104 
Nach 15 Minuten. . 100° 116 91/111) 94 109 112,168 8&9 93 

— m . . 105 121 94/115) 89/1108) 961/144 88 92 

A. OS Ee 96 100 83/100, 99 100) 105 100 109 100 
Unmittelbar nach der 

er 101 105 121 | 141/103 104 121 115,114 104 
Nach 15 Minuten. . 91 95 91/108) 81) 82,119 112 117 106 

. 30 Se ; 100 104 95' 114100 101,119 112 114 104 
Ruhe....... 112 100 125 100 100 100 108 100 96 100 
Unmittelbar nach der 

Arbeit ..... 110 > 98 131 105) 103/103) 98) 91) 97 101 
Nach 15 Minuten. . 114 102 101 81) 80 80) 96, 89 8&8 92 

» ww a . . 112) 100° 125/100 94) 94'117 108 838 && 

B. eee 84 100 121 100 85'100) 95 100 94 100 
Unmittelbar nach der 

es 8 6 Sa 95 113 120) 99) 89 104) 96.101 94 100 
Nach 15 Minuten. . 80 95 102; 84) 85'100) 96101 - 

— e ae! 69 82 74° 61) 80) 98) 90 94° 89 494 
Ruhe....... 105 100! 94 100) 93/100) 119 100 
Unmittelbar nach der 

ee ee 100 95 938) 99 102 110/116) 97 
Nach 15 Minuten. . 93 88, 84) 89) 94/101) 83. 70 

. 80 e 96 91) 87! 92) 81) 87) 75) .64 


zeugung, daB jede Steigerung der Blutdruckes, welchen Ursprungs sie 
auch sei, eine Hyperglykimie hervorruft. Es ist méglich, daB auch 
die Muskelarbeit, indem sie den Blutdruck steigert, eine kurzdauernde 
Zunahme des Zuckergehaltes im Blute bedingt. Eine Zuckerabnahme 
im Blute ist wahrscheinlich starker nach dauernd anstrengender Arbeit, 
die in unseren Versuchen nicht vorgekommen war, ausgepriigt. Auf 
Grund obengenannter Versuche kann man zu dem Schlu8 kommen, 
da8 bei kurzdauernder Arbeit keine GesetzmaBigkeit zwischen Arbeits- 
leistung und den Schwankungen des Zuckergehaltes im Blute vor- 
handen ist. 
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SchluBlolgerungen. 

1. Bei VergréBerung dei Arbeitsleistung nimmt im entsprechenden 
Verhaltnis det Prozentgehalt an Milchsaure, die aus den Muskeln in den 
Blutkreislauf gelangt, zu. 

2. Die Milchsiure wird nicht gleichmaBig im Organismus un- 
mittelbar nach der Arbeit und wahrend der Ruheperiode verteilt. 

3. Nach statischer Arbeit nimmt die Milchsiuremenge im Blute 
des Armes, der gearbeitet hat, zu. Diese Zunahme wird vorzugsweise 
durch Stauungserscheinungen und eine ungeniigende Sauerstoffzufuhr 
zu den Muskeln bedingt. 

4. Bei statischer Arbeit bleibt die Milchsiuremenge im Blute des 
nichttatigen Armes fast unverindert, was auf eine sehr schwache 
Zufuhr derselben aus dem Arme, der eine Arbeit ausgefiihrt hat, in den 
Blutkreislauf und auf eine schnelle Zersetzung derselben auf dem Wege 

dorthin hinweist. P 

5. Unmittelbar nach der Arbeit wird eine unbedeutende Steigerung 
des anorganischen Phosphors im Blute beobachtet; diese Steigerung 
ist der Leistung der ausgefiihrten Arbeit nicht proportional. 

6. In der Ruheperiode sinkt nach der Arbeit der anorganische 
Phosphorgehelt im Arme, der gearbeitet hat, unter das anfangliche 
Niveau, und diese Abnahme ist um so gréBer, je schwerer die Arbeit. war. 

7. Die Phosphormenge des untétigen Armes im Vergleich zu dem, 
der an der Arbeit beteiligt war, sinkt unbedeutend in spiteren Ruhe- 
momenten. Die Differenz des Phosphorgehalts im Blute des arbeitenden 
und nicht arbeitenden Armes weist darauf hin, dab die Wiederverwertung 
des Phosphors erergischer in tatigen Muskeln verliuft. 

8. Unmittelbar nach der Arbeit wird in den meisten Fallen eine 
unbedeutende Zuckerzunahme im Blute beobachtet. In der Ruhe- 
periode kann eine Abnahme des Zuckerniveaus beobachtet werden; 
diese Anderungen stehen in keinem bestimmten Zusammenhang zur 
Leistung der ausgefiihrten Arbeit. 








Vergleichende Untersuchungen iiber die Wirkung 
von Arsenat und von organischen Arsensiure-abkémmlingen 
auf die alkoholische Zuckerspaltung. 
Ein Beitrag zur Analyse der Arsenwirkung. 


Von 
Paul Mayer (Karlsbad). 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 28. Oktober 1927.) 


Die in der Therapie am haufigsten angewendeten organischen 
Arsenverbindungen sind Derivate der Arsensiure. Uber den Mechanismus 
ihrer Wirkungen ist, soweit es sich nicht um direkte spirillozide Krafte 
handelt, wenig bekannt, insbesondere nichts Sicheres iiber die allgemeine 
Stoffwechselbeeinflussung, die sich in einer Stimulation des Zell- 
chemismus auBert. Diese bezieht in einer jiingst erschienenen Arbeit 
Mecklenburg ausdriickiich auf eine Mehrzersetzung von Kohlehydraten, 
da er in Gaswechselversuchen bei Verabfolgung von organisch 
gebundenem Arsen eine Steigerung des respiratorischen Quotienten 
bei gleichbleibendem oder sinkendem O,-Verbrauch feststellen konnte. 

Als ein Beitrag zur Analyse des Arseneffekts schien mir die Ver- 
folgung des nachstehend ausgefiihrten Gedankenganges sowie die 
Vornahme der beschriebenen Experimente geeignet. 

Wir wissen, wenngleich Einzelheiten noch nicht véllig geklart sind, 
daB in der Muskulatur und in verschiedenen anderen Geweben 
Hexose-phosphorsaure-ester auftreten, darunter auch eine Verbindung, 
die mit dem auf dem Géarungswege gewonnenen Zymo-di-phosphat 
identisch oder verwandt ist. Fiir den Umsatz dieses Kohlenhydrat- 
di-phosphorsaure-esters sowie tiberhaupt fiir die Spaltung des Zuckers 
durch Hefe liegen einzelne bemerkenswerte Angaben vor, gemif denen 


' Mecklenburg. Therapie der Gegenwart 68, 1927. 
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cine Beschleunigung der ablaufenden Prozesse durch Salze der arsenigen 
Saure sichergestellt ist. Buchner! fand bei Versuchen, die urspriinglich 
ganz anderen Zwecken dienten, nimlich einer Priifung der desinfi- 
zierenden Fahigkeiten von Arseniten, daB Kalium-meta-arsenit (sowie 
Kalium-ortho-arsenit) die zellfreie Vergirung von Zucker anfachen 
kann. Des weiteren hat Harden? gezeigt, dab die Vergirung der 
Hexose-di-phosphorsaure, die bekanntlich nur durch leblose Hefen- 
praparate erreicht werden kann und dann auch nur langsam vorwirts 
schreitet, eine maximale Beschleunigung durch Zugabe geringer Mengen 
von arsensauren Salzen erfahrt; diese Beobachtung hat Meyerhof* 
bestatigt. Die Deutung, die Harden (|. c.) fiir diese Arsenwirkung 
gegeben hat, besteht in der Annahme, daB eine spezifizierte Akti- 
vierung der Phosphatase vorliegt, so daB sie in rascherem Tempo aus 
dem an sich nicht oder schwer girbaren Hexose-di-phosphorsiure-ester 
vergirbaren Zucker frei macht. Mit der De-phosphorylierung hangt 
die Rolle des Arsenats wohl unzweifelhaft zusammen; denn Newberg 
und Kobel* haben gefunden, daB man die Phosphorylierung durch 
Zufiigung von Arsenat auf das deutlichste hemmen kann®. Dieselben 
Autoren® haben auch bemerkt, da8 die Sauren der dem Arsen homologen 
Elemente Vanadin und Antimon eine, wenn auch schwacher garungs- 
heschleunigende Tatigkeit entfalten®. ) 

Wegen gréBerer Ungiftigkeit werden zu Heilzwecken vielfach 
organische Abkémmlinge der Arsensdure benutzt; es ist nicht immer 
entschieden, ob eventuelle Vorteile von einer langsamen Abspaltung 
anorganischen Arsenats herriihren. Mit einer solchen Méglichkeit ist 
bei der bekannten Mineralisierung der Organ-Arsen-verbindungen im 
Stoffwechsel jedenfalls zu rechnen’. Es ergab sich daraus die Aufgabe, 
zu priifen, wie die bisher nach dieser Richtung hin noch gar nicht in 
Betracht gezogenen organischen Arsenséure-derivate sich in ihrem 
Einflu8 auf den Garungsakt verhalten. Ich wahlte als Vertreter der 
aliphatischen und aromatischen Arsensiuren die Mono-methyl-arsin- 


Siehe bei Buchner, Zymasegérung 1903, 8.187 und 189. 
Sieherbei Harden, Alcoholic Fermentation 1928, 8. 126. 
Meyehof, H. 102, 208, 1918. 
Neuberg und Kobel, diese Zeitschr. 174, 493, 1926. 
Dieselben, ebendaselbst 174, 480, 1926. 
Nach AbschluB meiner Versuche haben Neuberg und Leibowitz 
(diese Zeitschr. 191, 460, 1927) berichtet, daB man durch Arsenat-anwendung 
sogar den Mechanismus bzw. die Richtung des Abbaues a4ndern kann. 
Hexose-di-phosphorsdure-ester liefert normaliter bei der Hydrolyse mit 
Hefen-phosphatase ein Gemisch des Neuberg- und Robisonschen Mono- 
phosphorsaure-esters, wahrend die Arsenat-aktivierung zum reinen Newherg- 
ester fiihrt. 

7 Vgl. Lockemann, diese Zeitschr. 78, 1, 1917. 
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saure, die Kakodylsaure (Di-methyl-arsinsaure), die Phenyl-arsinsaur 
die Arsanilsiure (Atoxyl), die 4-Oxy-3-amino-pheny]-l-arsinsaure 
die 4-Oxy-3-acetylamino-phenyl-l-arsinsaure (Spirozid) sowie di 
4-Oxy-3-nitro-phenyl-l-arsinsaure. Die drei letzten Praparate ver 
danke ich der Giite des Herrn Professor A. Binz in Berlin, dem ich fii 
sein groBes Entgegenkommen mich sehr verpflichtet fiihle. Spirozic 
stellte mir auch die J. G. Farbenindustrie zur Verfiigung, der ich 
gleichfalls meinen besten Dank ausspreche. 


Eine beschleunigte Vergarung von Hexose-di-phosphat war be 
sonders bei Zugabe von Phenyl-arsinsaure zu erkennen. Etwas wirkten 
auch die Arsanilsiure sowie die itibrigen erwaihnten aromatischen 
Arsensaure-derivate. 


In allen Fallen wurde der EinfluB der Alkalisalze der aufgefiihrten 
organischen Arsenverbindungen mit dem bekannten Effekt des ein- 
fachen Kaliumarsenats verglichen. An seine Leistung reichte aber kein 
anderes Priparat heran. Eine Verunreinigung etwa mit Arsenat kann 
mit Sicherheit ausgeschlossen werden; denn ich habe alle die 
benutzten organischen Arsenverbindungen mit Magnesia-mixtur und 
ammoniakalischem Calciumchlorid nach der Vorschrift gepriift, die 
Bertheim' hierfiir angibt, und habe festgesteilt, daB sie sémtlich die 
Reinheitsprobe hielten. 


Die Ergebnisse kann man den nachfolgenden Tabellen entnehmen. 
Dabei mu8 es dahingestellt bleiben, ob nicht — wie im tierischen Stoff- 
wechsel so auch in dem der einzelligen Hefe — eine Abspaltung von 
anorganischem Arsen aus den organischen Derivaten stattfindet. Jeden- 
falls 14Bt sich fiir einige organische Arsensdure-derivate, die als solche 
oder als Muttersubstanz des Salvarsans Bedeutung besitzen, zeigen, 
da8 sie einen EinfluB auf den biologischen Vorgang ausiiben, den wir als 
den gegenwartig wohl eindeutigsten fiir typische Arsensiure-wirkungen 
kennen: auf die charakteristische Besehleunigung der Vergarung von 
Hexose-di-phosphorsaure-ester. 


Experimentelles. 


Als Substrat benutzte ich hexose-di-phosphorsaures Magnesium. 
das im Zustande vélliger Reinheit® vorlag, oder auch hexose-di-phosphor- 
saures Natrium, das aus reinem Bariumsalz gewonnen war und bei 
einzelnen Priaparationen minimale, fiir den von mir verfolgten Zweck 
gainzlich belanglose Spuren anorganischen Phosphats einschloB. 


1 Bertheim, Handbuch der organischen Arsenverbindungen. Stuttgart, 


Enke, 1918. 
2 Vgl. Neuberqg und Sabetay, diese Zeitschr. 161, 240, 1925. 
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Das Fermentsystem bestand aus garkraftigem Hefenmazerations- 
saft, den ich nach A. v. Lebedews bewahrter Vorschrift aus getrockneter 
Unterhefe bereitet habe. 

Die diversen organischen Arsensiure-verbindungen kamen, sofern 
nichts besonderes gesagt ist, als Mono-natrium-verbindungen in aqui- 
molekularen Mengen zur Anwendung. Die Phenyl-arsinsiure und die 
Arsanilsdure sind auch als freie Siuren mit gleichem Resultat unter- 
sucht worden. Die zu vergirende Lésung des Zymo-di-phosphats in 
Hefenmazerationssaft war in bezug auf die arsenhaltigen Aktivatoren 
in der Regel (s. Tabelien I bis III) 0,02 mol. Zur Hintanhaltung von 
Bakterienwachstum war immer 1% Toluol in den Géaransatzen vor- 
handen. Die Temperatur betrug stets 28°. 


Tabelle I. 
97 


Versuch vom 5. Januar 1927. 





15 com Saft aus Trocken-unterhefe + 2 ccm Filiissigkeit, 
enthaltend 0,5 g hexose-disphosphorsaures Magnesium. Gesamtgehalt an 





den Arsenpraparaten 0,02 Mol 1Sccm Saft 
Zeit — mit 2 ccm 
Natrium- Kakodyl- Pheny!l- Arsanil+ ieee, ohne p= a 
methyl. saures arsensaures saures Arsen: 
arsenat Natrium Natrium Natrium ereenat zusatz 
Bbeginn 0 f) 0 it 0 0 0 
20’ 0 0 0 0 0.6 0 0 
40 0 0 0 0 6.0 0 0 
80 0 0 0 0 13.8 0 0 
200 0 0 0 0 18,2 0 0 
380 0 0.3 05 1.0 23.4 0 0 
1080 0,8 2,2 2,1 3.5 24.0 0,5 0 
1380 1,6 3,0 2,8 4.2 24.6 0.8 0 
Tabelle 11. 
Versuch vom 7. Januar 1927. 
15 ccm Saft aus Trocken-unterhefe + 0,5 g hexose-disphosphorsaurem 
Natrium + 0,02 Mol Arsensubstanz als Alkalisalz 
; Py Saft mit 
Zeit 4-Oxy*3eaminos 4-Oxy-3-acetyle 4-Oxy-3-nitro- ohne Weseer 
phenyl+l-arsen- amino-pbenyl- phenyl-l-arsens Arsensiure Arsen: allein 
saure l-arsensaure saure zusatz 
Beginn 0 0 0 0 0 0 
15’ 0 0 0 0.2 0 0 
95 0 0 0 1.8 0 0 
40 0 0 0 5,5 0 0 
75 0 0 0 8.0 0 0 
135 Spur Spur Spur 8,7 Spur 0 
165 0,1 0,2 0,3 10,0 Spur 0 
195 O01 03 03 10.5 01 0 
255 0,2 0,3 05 11,0 0,2 0 
315 0.4 0,6 09 11,5 03 0 
500 1.5 1,9 2,5 11,7 0.8 0 
1470 12.5 13.8 13,1 17.8 8,7 0.4 


12* 
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Tabelle Ill. 


Versuch vom 


10. Januar 1927. 





15 ccm Saft aus Trocken-unterhefe + 2 com Wasser, enth. 0,3 g hexose: 
disphosphorsaures Magnesium. Samtliche Arsenpraparate 0,02 Mol 





oe Satt 
Zeit * x mit Wasse 
Natrium enyl- .alium: allein 
kakodylat arsenat Atoxyl | Arsenilat arsenat 
Beginn 0 0 0 0 
30’ 0 0 0 0 
60 0 0 0 1.3 0 
150 0 2 0 0 5,2 0 
200 0 3.0 0 0 5.8 0 
390 0 4.0 0 0 9 0 
540 Spur 5.5 0.3 0,5 10.8 0 
1200 0.8 7,3 2.5 3,0 11,4 0 
1440 0.9 7,4 2.6 3,1 5 0) 
Tabelle IV. 
Versuch vom 28. Januar 1927. 
15 ccm Saft aus Trockensunterhefe, enthaltend 1,5 °/) hexosesdi- 
phosphorsaures Natrium 
Zeit 0,01 + 0.005 + 0,0025 + 0,001 + 0,0001 _ 
Mol Mol Mol Mol =e 
Phenylarsensaures Natrium 
Beginn 0 0 0 0 0 
120’ 0.4 0,2 Spur 0 0) 
150 OS 03 02 Spur iD 
195 1,2 0,7 04 Spur 0 
260 1,8 1,2 0,5 Spur 0 
1290 3.6 3.4 2,3 0,3 0 
1470 38 3,5 2,5 0.4 0 

















Uber die Brauchbarkeit der Chinhydronelektrode 
zur Messung des py von Vollblut und Serum. 


Von 
Julius Gewecke. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat in Bonn.) 


(Eingegangen am 13. Dezember 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei Untersuchungen, tiber die spater berichtet werden soll, hatte 
ich Gelegenheit, die Verwendbarkeit der Chinhydronmethode zur 
Messung des pg von Vollblut und Serum zu priifen. Da die Ansichten 
iiber die Brauchbarkeit der Chinhydronelektrode geteilt sind, so er- 
scheint es mir zweckmaBig, auch die Ergebnisse meiner Messungen 
bekanntzugeben. 

Um Wiederholungen zu vermeiden, verweise ich beziiglich des Fiir und 
Wider der Chinhydronmethode auf die Literaturzusammenstellung, welche 
Mislowitzer' kiirzlich gegeben hat. Hinzufiigen méchte ich dieser Zu- 
sammenstellung noch die Arbeiten von F. Schmidt? und H. Runge und 
O. Schmidt®. Wahrend F. Schmidt ganz ausgezeichnete Resultate erhielt, 
geben H. Runge und O. Schmidt an, daB sie 30% ihrer Messungen wegen 
zu groBber Abweichungen der Elektroden untereinander ausschalten muBten. 

Ich habe die Versuche von F. Schmidt wiederholt und genau nach 
seiner Vorschrift und mit der von ihm angegebenen Elektrode ge- 
arbeitet, nur benutzte ich nicht wie F. Schmidt das Blut von Meer- 
schweinchen, sondern von Kaninchen. Es ist mir nicht gelungen, 
brauchbare Resultate zu erzielen. Leider enthalt die Arbeit von 
F. Schmidt keine genauen Angaben dariiber, in welcher Zeit die Messun- 


1 E. Mislowitzer, Klin. Wochenschr. 1926, Nr. 40, S. 1863. 

2 Franz Schmidt, Zeitschr. f. Immunitétsforsch. u. exper. Therap. 
46, 386, 1926. 

3 H. Runge und O. Schmidt, Deutsch. med. Wochenschr. 1926, Nr. 49, 


S. 2077. 
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gen ausgefiihrt wurden, sondern nur den Hinweis: ..Das Potential 
muB sich schnell einstellen.‘ 

Ich benutzte zur Potentialmessung die Apparatur von Liiers 
welche ebenfalls, wie die von Mislowitzer verwandte, die Ausfiihrung 
einer Messung innerhalb von 15 bis 30 Sekunden gestattet. Als Elektrode 
benutzte ich ein GefaB, dessen Konstruktion aus der Abbildung er- 
sichtlich ist. Das AufnahmegefaB fiir das Blut bzw 
Serum ist 4cem hoch und hat eine lichte Weite von 
0,8cm. In den Boden desselben ist ein Platinstift 
eingeschmolzen, der in das mit Quecksilber gefiillte 
gebogene Rohr hineinragt, wodurch die Ableitung 
zur Apparatur erfolgt. Seitlich ist das Aufnahme- 
gefaB mit einem Schliff versehen, in den ein eben 
falls mit Schliff versehenes und mit KCl-Agar 

Abb. 1. gefiilltes Réhrchen eingesetzt wird. Die Gribe 

dieses Réhrchens ist so bemessen, daB es bequem 
in die mit gesattigter KCl Lésung gefiillte Wanne eintaucht, wenn 
mittels eines Halters aus Draht die Elektrode am Gestinge der 
Apparatur befestigt wird. Fiir jede Elektrode lieB ich drei solcher 
Réhrehen anfertigen, da dieselben nur zwei- bis dreimal zur Mes- 
sung ohne Neufiillung verwendet werden kénnen. Vor dem Ein- 
setzen in den Schliff werden die Réhrchen gut mit destilliertem 
Wasser abgespiilt. Die Elektroden wurden zur Priifung mit Chinhydron 
(Kahlbaum) und Standardacetatlésung beschickt und in Kombination 
mit der Veibel-Elektrode gemessen, unter Anwendung verschiedener 
Agarréhrchen. Nach jeder Messung erfolgte die Reinigung der Elektroden 
durch Erwirmen mit Bichroynat-Schwefelsiure und Auskochen mit 
destilliertem Wasser. Man erhilt mit der Elektrode bei der Messung 
von Standardacetatlésung sehr gut iibereinstimmende Werte; die 
Abweichungen liegen meistens unter | Millivolt. 

Zur px-Bestimmung im Blute wurde, nach dem Einsetzen des 
Agarréhrchens, so viel Chinhydron in die Elektrode eingefiillt, daB det 
Platinstift ganz davon bedeckt war. Sodann wurde physiologische, 
kohlendioxydfreie Kochsalzlésung bis etwas oberhalb des Schliff- 
ansatzes eingefiillt, diese Lésung mit einigen Tropfen reinem Paraffin6! 
iiberschichtet und die Elektrode in die Apparatur eingesetzt. Das 
Blut wurde mittels einer Liierschen Spritze, welche zuvor zur Ver- 
hinderung der Gerinnung mit einer geringen Menge Hirudinlésung 
beschickt war, der gestauten Ohrvene eines Kaninchens entnommen, 
und zwar geniigten immer 0,3 bis 0,4ccm Blut. Die Entleerung der 
Spritze erfolgte in der Weise, daB sofort nach Entfernung der Nadel 
aus der Vene die Spitze der Nadel unter das Paraffinél in die Elektrode 
getaucht und durch sanften Druck auf den Stempel das Blut in die 
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Elektrode gespritzt wurde. Unmittelbar vor dem Eintauchen der 
Nadelspitze wurden noch | bis 2 Tropfen Blut aus der Spritze entleert 
Da die Elektrode schon vor dem Einfiillen des Blutes in die Apparatur 
eingesetzt war, konnte die erste Messung bequem innerhalb 30 Sekunden 
ausgefiihrt werden. Es wurden stets zwei Chinhydronelektroden in der 
eben beschriebenen Art beschickt und gemessen. Zum Vergleich mit 
den Chinhydronelektroden wurden immer zwei Wassetstoffelektroden 
(U-Elektroden nach Michaelis) mit dem Blute desselben Kaninchens 
in tiblicher Weise beschickt und gegen die Normal-Kalomelelektrode 
gemessen. Selbstverstandlich wurden auch diese Elektroden zuvor 
stets mit Standardacetatlésung gepriift. Trotzdem das Potential der 
U-Elektroden in kiirzerer Zeit konstant geworden war, erfolgte die 
Ablesung nach 1 und 1!, Stunden. 

Von den zahlreichen Messungen, welche ich bei 20° ausfihrte, 
seien nur einige angegeben. 





Chinhydronelektrode 1 Chinhydronelektrode 2 


Versuch I. 


Nach 30 Sek. 315 mV Py 7.45 332mV py 7,74 
1 Min. 320 , 328 . 
ee $25 , 324 . 
B i 330 , 322 . 
” 10 “ 333 ” Pu 7,76 320 " 
— 331 , 318 ,. 
Pils ge 328 | 
U-Elektrode 1 698 . Dg 7.73 
nl 2 69% . . Py = 7,70 


Versuch IL. 


Nach 30 Sek. 312mV Py 7.40 318mV pg 7.50 
1 Min. 317 , 320 .. 
a 319 , Py 7,52 320 . Pu 7.54 
- = 318 . 319 
.~_ ~~ « 317 . 315 
a a Hg 815 , 312 
U-Elektrode 1 694. Py 7,66 
: 9 693 , py — 7.65 


Versuch III. 


Nach 30 Sek. 318mV Py 7.50 319 mV py 7,52 
1 Min. 322 , $22 , 
-  «“ 324 , S24 
- S 4 324. Py 7,61 325 . Py 7,63 
a = $22 , 325 . 
ier, | 319 . 324 . 
U-Elektrode 1 697 . Py 7,72 
a 2 697 . Pa 7,72 
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Nach 30 Sek. 


1 Min. 
3 
o 5 
10 
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U-Elektrode 
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Nach 30 Sek. 


1 Min. 

3 
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10 

15 
U-Elektrode 1 
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Nach 30 Sek. 


7 1 Min. 
ae 
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10 
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Nach 30 Sek. 
1 Min. 
3 
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U-Elektrode 1 
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Nach 30 Sek. 


1 Min. 
me ka 
A Dw 
er 
ne - i= 
U-Elektrode 1 
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Chinhydronelektrode 1 


Versuch IV. 


300 mV Pa - 7,19 
310 . 

317 , 

324 . 

325 . py — 7,63 
323 

695 . Py 7,68 
697 - Pu 7,72 


Versuch V. 


331 mV py 7,73 
331 . 
332. 
332 » Pu 7,74 
332 . 


330 
694 oe Pu 7.66 
695 . pH 7,68 


Versuch VI. 


324 m\ Pu 7.61 
324 ,, 


$22 , 

319 , 

317 , 

316 

695 = PH 7.68 
694. py 7,66 


Versuch VII. 


332mV pH = 7,74 
334 , 
335 - Pu 7.79 
334 . 
$31 , 


328 . 
696 . PH 7,70 
697” px = 771 


Versuch VIII. 


3387 mV pH 7,83 
337 , 


338 . 

342 

346, 

348 

699 . Du 7,75 
699 = Pu 7,75 


Chinhydronelektrode 2 


317 mV py 7,49 


326 

327 , 

327 . Pu 7,66 
327 , 

326 mV Pu 7,64 
329 . 

330 

S88 . 

335 = Pu 7.79 
332 


324 mV Pu 7.61 


324 , 

321 , 

313 . 

310 

305 . 

322 mV pH 7,57 
323 

324. pH 7.61 
322 , 

320 

317 


336mV pH 7,81 
335 


333 | 
350 . 
328 ° 
327 , 
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Beim Versuch 1 weichen die Anfangswerte des Potentials beider 
Chinhydronelektroden stark voneinander ab. Wahrend die Elektrode 2 
in konstantes Absinken des Potentials zeigt, erreicht bei der Elektrode 1 
das Potential ein Maximum, welches mit dem Anfangswert von 2 gut 
iibereinstimmt, um dann ebenfalls abzusinken. Der Anfangswert der 
Elektrode 2 (py = 7,74) und der Maximalwert der Elektrode | (pq = 7,76) 
stimmen mit dem Mittelwert der Wasserstoffelektroden (pq = 7,72) 
ganz gut iiberein. In Versuch II erreicht das Potential der beiden 
Chinhydronelektroden nach kurzer Zeit fast das gleiche Maximum, 
waihrend die Anfangswerte ziemlich voneinander abweichen. Die 
Maximalwerte des py mit 7,52 bzw. 7,54 liegen aber erheblich unter 
dem py der Wasserstoffelektrode (7,66). Fiir die Versuche III und IV 
gilt dasselbe wie fiir Versuch I], nur stimmen in Versuch III die 
Anfangswerte beider Chinhydronelektroden gut tiberein. Versuch V 
gleicht dem Versuch I, nur liegen jetzt die Maximalwerte beider Chin- 
hvdronelektroden (py = 7,74 bzw. 7,79) tiber dem pa der Wasserstoff- 
elektrode (pq =: 7,67 im Mittel). In Versuch VI haben wir véollige 
Ubereinstimmung der Anfangswerte und gleichmaBiges Absinkea des 
Potentials beider Chinhydronelektroden, auch die pg-Werte stimmen 
leidlich mit dem der Wasserstoffelektrode iiberein. Im Gegensatz hierzu 
weichen in Versuch VII sowohl die Anfangs- und Maximalwerte der 
Chinhydronelektroden untereinander, als auch vom Werte der Wasser- 
stoffelektrode erheblich ab. Endlich zeigt in Versuch VIII bei guter 
Ubereinstimmung der Anfangswerte, welche auch mit der Wasserstoff- 
elektrode leidlich iibereinstimmen, die Chinhydronelektrode 1 ein 
dauerndes Ansteigen, die Chinnydronelektrode 2 ein Absinken des 
Potentials. 


Ich habe aus m>inen zahlreichen Versuchen in den oben angefiihrten 
solche herausgegriffen, welche gewissermaBen Typen im Verhalten der 
Chinhydronelektroden darstellen. Man ersieht aus ihnen, daB nicht 
immer die Anfangswerte des Potentials die richtigen sind; oft geben 
die Maximalwerte eine bessere Ubereinstimmung mit der Wasserstoff- 
elektrode. Aber auch bei guter Ubereinstimmung der Anfangs- und 
Maximalwerte der Chinhydronelektroden kann die Abweichung von 
der Wasserstoffelektrode groB sein. 

Es gibt also bei der Chinhydronelektrode so viele Unsicherheiten, 


daB sie nach meinen Erfahrungen zur py-Bestimmung des Blutes nicht 
brauchbar ist, wenn es auf grobe Genauigkeit ankommt. 


Fiir die py-Bestimmung des Serums verwandte ich inaktiviertes 
Menschenserum, welches mir von der Wassermannstation des Instituts 
freundlichst zur Verfiigung gestellt wurde. Da die Messungen mit der 
Wasserstoffelektrode héhere Werte als py = 8,0 ergaben, so war von 
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vornherein anzunehmen dal die Messungen mit der Chinhydronelektrod 
zu niedrige Werte liefern wiirden. 





Chinhydronelektrode 1 Chinhydronelektrode 2 
Versuch 1. 
Nach 30 Sek. 380mV pH 8,57 378 mV py 8.54 
* 1 Min. 365 364 , 
‘ ae $52 . 850 , 
8 os 345 . 340 
U-Elektrode 1 776.) = Py 9.07 
. 2 776 =. PH 9,07 
Versuch II. 
Nach 30 Sek. 349 mV py 8.04 346mV py 7,99 
° 1 Min. 340 . 336 . 
- , f 332 , 330 , 
S ; $25 . 323 
U-Elektrode 1 722 Pu 8,14 
- 2 720 ,. pH 8,11 


Da meine iibrigen Versuche ahnliche Resultate ergaben, so hab: 
ich nur die beiden obigen als Beispiele angegeben. Es zeigte sich be: 
den Messungen des Serums (im Gegensatze zu den Messungen des 
Blutes), daB stets die Anfangswerte des Potentials die héchsten waren 
und daB das Potential sehr schnell sank. 
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Insulin und Fettstoffwechsel. 


Von 
J. Hepner und 0. Wagner. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie und aus dem Institut fiir all- 
gemeine und experimentelle Pathologie der Karls-Universitét Prag.) 


(Eingegangen am 16. Dezember 1927.) 


In der ersten Mitteilung' haben wir an der Hand der Jodzahlen 
der Leberfettsiuren zu beweisen versucht, daB das Insulin einen 
hemmenden EinfluB auf den Fettstoffwechsel der Leber ausiibt. Die 
erniedrigte Jodzah] der Leberfettsiuren nach Insulindarreichung 
kénnte in zweierlei Weise gedeutet werden: entweder wird die Um- 
wandlung des Fettes gehemmt, oder sie ist sogar als Ausdruck einer 
Tendenz zur Fettbildung aufzufassen. 

Auf Grund der weiter unten zitierten Versuche von Lombroso u. a., 
nach welchen der Zustand des Tieres vor dem Tode fiir das Verhalten 
der Fette wahrend der Autolyse maBgebend ist, konnte auch in diesem 
Falle durch ahnliche Versuchsanordnung in dieser Richtung etwas 
Klarheit geschaffen werden. 


Versuchsmethodik. 


Die Tiere wurden wie in der ersten Versuchsreihe 3 Stunden nach der 
Insulininjektion getétet. Die Leber wurde zuerst durch eine feine Hack 
maschine geschickt und dann in einer Reibschale tiichtig durchgemischt, 
so daB ein vollkommen homogener Leberbrei entstand. Von diesem wurden 
in zwei Becherglasern je etwa 5g abgewogen. Die erste Portion wurde sofort 
mit Alkohol auf dem Wasserbad erwirmt und im Apparat von Kumagawa- 
Suto 10 Stunden mit 95°,igem Alkohol extrahiert. Die zweite Portion 
wurde in 20cem 1°%iger Natriumfluoridlésung suspendiert und 4 Stunden 
bei 37° aufbewahrt. Es wurde absichtlich nur so kurze Dauer der Autolyse 
gewahlt, weil, wie aus Lombrosos Versuchen ersichtlich ist, die Veranderungen 
des Fettes schon in den ersten Stunden der Autolyse auftreten. Nach 


' Diese Zeitsechr. 189, 322. 
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4 Stunden wurde Bouillon und Agar-Agar mit einem Stiickchen des aut: 
lysierten Leberbreies geimpft. Dies hielten wir fiir besonders wichtig, w 
dem mdéglichen Einwand vorzubeugen, daB bei den Fettverainderungen di 


Mikroorganismen mitbeteiligt sein kénnten. In allen Fallen haben wi: 


eine vollkommene Sterilitét der beiden Béden feststellen kénnen. Dam 
wurde auch die zweite Portion in derselben Weise wie die erste extrahiert 
Die Bestimmung der Fettséuren geschah nach Lemeland. Die Ergebniss 
der Versuche sind in folgender Ubersicht zusammengestellt. 





Nr.: 1 2 3 4 5 6 7 8 a 10 
Gefiitterte Tiere Hungertiere (3 Tage gehungert) 
ewes ony 2 ; Kee | 
Tierart : Meer: Kaninchen Meers nins Hund 
schweinchen schweinchen chen 


Welcome 


a= (Kleine Insulin 
lr. E.-Insulin, 0 40 20 0 30 0 20 20 0 
| Dosen 
°”, Fettsiuren 
sofort . . 2,3852,993 2.6 2.75 482) 214 2.75) 2,99 2.74 3,31 
nach 4Std. 2,262'2,815 248 2,04 5,01) 2.6 2,72); 3,5 3.29 331 
Differenz % 51-56 —5 25,8 +4/+21,5) 0 ||+17,06 +20 0 


Um sicher zu sein, daB der Leberbrei geniigend homogen war, haben 
wir einen Parallelversuch mit folgendem Ergebnis ausgefiihrt: 








mi Fettsauren Differenz 

Einwage aides mete eer ay in °/o des ersten Wertes 
in g in Jo 

5,622 0,1546 2,75 ose 

5,5935 0,1515 2,715 vy 


Die Differenz zwischen den beiden Bestimmungen betragt also 1,4 °,. 


Das Verhalten des Organfettes wihrend der aseptischen Autolyse 
wurde in der letzten Zeit zum Gegenstand vieler Untersuchungen, 
besonders franzésischer und italienischer Autoren. Es hat sich gezeigt, 
daB die Lunge ein fettabbauendes Vermégen in grobem MaBe besitzt. 
Roger und Binet haben bewiesen, daB das Lungengewebe bei aseptischer 
Autolyse Fette zu zerstéren vermag, was im verminderten Fettgehalt 
des arteriellen Blutes gegeniiber dem des rechten Herzens zum Ausdruck 
kommt. Die fettabbauende Wirkung der Leber wurde besonders von 
Lombroso studiert. Bei Tieren, die sich auf der Héhe der Verdauung 
befinden, kann in den ersten Stunden der Autolyse eine Verminderung 
des Fettgehaltes konstatiert werden, die jedoch in den spateren Stunden 
wieder ausgeglichen wird, eventuell wird sogar der Fettgehalt gegenitiber 
dem Anfangswert etwas erhéht. Bei Hungertieren bleibt die Fett- 
verminderung aus. Ebenfalls kommt in der Leber des pankreaslosen 
Tieres kein Fettabbau zustande. 














31 
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In seinen friitheren Arbeiten wollte Lombroso diesen Umstand durch 
das Fehlen der Glucose in der Leber des hungernden Tieres erklaren. 
Diese Erklarung wurde von Lombroso selbst verlassen. Er hat durch 


Versuche an itiberlebender, kiinstlich durchstrémter Leber gezeigt, 
daB eine Zugabe von Glucose zur Durchstrémungsfliissigkeit bei 
pankreaslosen und hungernden Tieren die Lipodiarese hervorzurufen 
nicht imstande ist. Es ist also der Zuckermangel nicht die Ursache 
der Stérung des Fettstoffwechsels. Jedenfalls aber hat Lombroso aus 
seinen Versuchen mit vollem Rechte den SchluB gezogen, daB der 
Fettstoffwechsel der Leber unter dem direkten EinfluB des Pankreas 
steht, und supponierte ein Pankreashormon, welches den Fettstoff- 
wechsel reguliert. 

Roger und Binet zeigten, daB die lipodiaretische Fahigkeit der Lunge 
ebenfalls von der Pankreastatigkeit abhaingig ist, denn sie fehlt vollkommen 
bei hungernden oder pankreaslosen Tieren. Weitere Versuche Lombrosos 
haben erbracht, da8 beim pankreaslosen Hunde die lipodiaretische Fahigkeit 
der Leber zuriickgewonnen werden kann, wenn die Tiere vor dem Tode 
mit Insulin (40 bis 100 Einheiten) behandelt wurden. Der Fettséuregehalt 
der Leber nimmt dann in den ersten Stunden der aseptischen Autolyse 
bis um 20°% ab. Pankreasextrakte iibten auf den Fettabbau dieselbe 
Wirkung aus wie Insulin, trotzdem sie manchmal den Kohlehydratstoff- 
wechsel (Hyperglykamie) iiberhaupt nicht beeinfluBten. Dieselbe Wirkung 
hatte auch per os zugefiihrter Pankreasextrakt, wihrend das per os dar- 
gereichte Insulin vollkommen unwirksam war. Das in vitro zum Leberbrei 
zugesetzte Insulin war ebenfalls wirkungslos. Aus diesen Versuchen schlieBt 
Lombroso, da® das Pankreas iiber ein den Fettstoffwechsel regulierendes 
Hormon verfiigt, welches von dem Kohlehydrathormon ganz verschieden ist. 

Weitere Bestétigung der Annahme Lombrosos brachten die Versuche 
von Sunzeri und Gentile. Sunzeri bestimmte die Verainderungen des Fett- 
siuregehaltes im Muskelbrei der Hunde. Der Muskelbrei der Hunde, die 
auf der Héhe der Verdauung getétet wurden, oder denen vor dem Tode 
Salzsiure in das Duodenum eingespritzt wurde, zeigt in den ersten Stunden 
der Autolyse eine geringe Abnahme der Fettséuren; in den weiteren 20 bis 
24 Stunden ist aber umgekehrt eine Zunahme feststellbar. Bei pankreas- 
losen oder hungernden Hunden konnte nur eine progrediente Abnahme 
der Fettséuren konstatiert werden. Die nachherige Fettzunahme fehlte 
vollkommen. Nach Insulininjektion vor dem Tode des Tieres hat der 
Muskelbrei seine Fihigkeit des Fettaufbaues wieder zuriickgewonnen. 

Gentile versuchte die lipodiaretische Fahigkeit der Leber naher zu 
charakterisieren. Er wies nach, daB die Glycerinextrakte der Leber von 
Tieren, die auf der Héhe der Verdauung getétet wurden, eine bedeutende 
fettabbauende Fahigkeit besitzen. Es konnte eine deutliche Abnahme 
der zugesetzten Olsiure als auch der Fettséuren des eigenen Leberbreies 
nachgewiesen werden. Die Glycerinextrakte von hungernden Hunden 
waren wirkungslos. Es handelt sich um eine fermentative Tatigkeit, denn 
ein erwairmter Leberbrei zeigt keine lipodiaretische Wirkung. Das lipo- 
diaretische Ferment konnte weiter durch Fallen des mit Wasser verdiinnten 
Glycerinextraktes mit halbnormaler Natriumphosphat- und Calciumchlorid- 
lésung und Extraktion des Niederschlags mit Wasser angereichert werden. 
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Bei der aseptischen Autolyse einer unter dem EinfluB des Pankrea: 
stehenden Leber kann man also zwei Phasen unterscheiden: in den ersten 
(bis 20) Stunden erfolgt ein Fettabbau, welcher in den spiteren Stunden 
in den Fettaufbau umschlagt. 


Das Ergebnis unserer Versuche ist folgendes: Nach groBen Insulin 
gaben ist bei der aseptischen Autolyse der Leber beim Hungertiere di: 
Tendenz zur Fettbildung unverkennbar. Dies ist zwar in gutem Einklang 
mit unseren friiheren Ausfiihrungen; mit den Versuchen Lombrosos 
lassen sich aber diese Resultate nicht gut vereinigen. Nachdem in 
Lombrosos Versuchen gezeigt wurde, daB beim pankreaslosen Tiere dic 
Lipodiarese durch Insulin hervorgerufen werden kann, und nachdem 
sich ein Hungertier in bezug auf das Verhalten der Fette wahrend der 
Autolyse dem pankreaslosen vollkommen gleich verhalt, hatten wir 
erwartet, daB die Insulinbehandlung beim Hungertier denselben Effekt 
haben wird wie beim pankreaslosen, namlich die Lipodiirese. Dies 
war aber nicht der Fall, im Gegenteil, es hat sich eine bedeutende 
Fettzunahme gezeigt. Es reagiert also das Hungertier auf groBe Insulin- 
dosen im gerade entgegengesetzten Sinne als das pankreaslose, und 
folglich ist anzunehmen, daB das Pankreas auch wahrend des Hungerns 
nicht ganz auBer Tatigkeit gesetzt ist. 


Wir méchten nur auf einen Umstand hinweisen, welcher vielleicht 
wenigstens teilweise diese Erscheinungen erklaren kénnte. Es ist dies 
der bekannte Unterschied zwischen der Wirkung der kleinen und groBen 
Insulindosen. Wahrend die Mehrzah] der Aytoren berichtet, daB nach 
Insulin (groBen Dosen) das Glykogen aus der Leber schwindet, haben 
Frank, Hartmann und Nothmann auch beim Hungerkaninchen nach 
sehr kleinen Insulindosen ('/,, Kanincheneinheit pro Kilogramm 
Kérpergewicht) eine Glykogenanreicherung in der Leber feststellen 
kénnen. Nun wire es méglich, daB vielleicht beim pankreaslosen 
Tiere auch eine groBe Dosis, die von Lombroso angewandt wurde, als 
eine kleine Dosis wirkt. Es wire natiirlich nachzuweisen, daB der Unter- 
schied zwischen den kleinen und groBen Dosen nicht nur fiir den Kohle- 
hydratstoffwechsel, sondern auch fiir den Fettstoffwechsel gilt. Die 
diesbeziiglichen Versuche sind im Gange. Es zeigte sich, daB durch 
kleine Insulindosen, wie sie von Frank, Hartmann und Nothmann an- 
gewandt wurden, auch beim Hungertiere eine deutliche Lipodiirese 
hervorgerufen werden kann. 


Es ist dann natiirlich anzunehmen, daB das Insulin mindestens 
zwei Hormone enthalt, die den Kohlehydratstoffwechsel einerseits und 
den Fettstoffwechsel andererseits regulieren. Es geht das klar aus den 
Arbeiten Lombrosos hervor und wird besonders von Gentile betont. 
Schon die Tatsache, daB das per os dargereichte Pankreasperfusat 
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einen Einflu®B auf die Hyperglykamie ausiibt, dafiir aber eine Lipo- 
lidrese bewirkt, zwingt zu einer solchen Annahme. Der Umstand, dab 
nach kleinen Insulindosen Glykogenanreicherung und zugleich Abnahme 
des Fettes in der Leber stattfindet, und umgekehrt nach groBen Dosen, 
ieBe sich ganz gut mit dem supponierten Antagonismus der beiden 
Stoffe in der Leber vereinbaren. 
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Uber die Rohfaserverdauung beim Huhn 
und die hierbei dem Blinddarm zukommende Bedeutung. 


Von 
T. Radeff. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschuk 


Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Dezember 1927.) 


Angesichts der auBerordentlichen Schwankungen in den Angaben 
der Literatur! tiber die Verdauung der Rohfaser verschiedener natiir- 
licher Herkunft im Verdauungstraktus der kérnerfressenden Végel 
besonders des Haushuhns, habe ich es auf Anregung von Professor 
Mangold unternommen, neve Versuchsreihen zur Kiarung der Frage 
anzustellen. Zugleich sollte dabei gepriift werden, ob sich. die, friiher 
nur von Véliz? angedeutete, neuerdings unabhingig von Prof. Mangold * 
vertretene und unter seiner Leitung von W. Meyer* durch mikro. 
skopische Untersuchungen von Darm- und Blinddarminhalt bestatigte 
Anschauung, wonach die Celluloseverdauung beim Huhne ganz vor- 
wiegend und fast ausschlieBlich in seinen Blinddérmen vor sich geht. 
auch quantitativ deutlich erweisen lieBe. 

Die Versuche wurden daher an zwei normalen Hiihnern (von 1250 
und 1665 g) und einem gleichartigen Huhne (von 1455 g) durchgefiihrt, 
bei dem einige Zeit vorher die Blinddérme durch Laparotomie entfernt 
worden waren, ein Eingriff, der auch beim Huhne ohne jede Beein- 
trachtigung des Wohlbefindens iiberstanden wird. Das einzige, was 
bei dem blinddarmlosen Huhne auffiel, war, daB das Tier meist 


1 Vgl. BE. Mangold, diese Zeitschr. 156, 7, 1925; Arch. f. Gefliigelkunde 
192s. 

2 Véltz, Landw. Jahrb. 88, 591, 1909. 

3 Derselbe, Mitteil. d. Deutsch. Landw. Ges. 1927, S. 1014; Die Natur- 
wissenschaften 1918. 

* W. Meyer, Zeitschr. f. vergl. Physiol. 6, 413, 1927. 
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einen etwas feuchteren Kot zu haben schien als die anderen, was auch 
durch gelegentliche vergleichende Trockensubstanzbestimmung _ be- 
statigt wurde. 


Die Fiitterungsperioden, wahrend deren die Gesamtrohfaser- 
einnahme mit der Gesamtrohfaserausscheidung verglichen wurde, 
erstreckten sich fiir jede der nacheinander zu untersuchenden Futter- 
arten, Gerste, Weizen, Maiskérner, Hafer, auf je 12 Tage. Wahrend 
dieser Zeit erhielten die Tiere, ebenso wie in der jedesmal vorangehenden, 
6 Tage dauernden Vorfiitterungsperiode — die vor dem ersten Versuch 
auf 16 Tage ausgedehnt wurde —, ausschlieBlich das betreffende Kérner- 
futter in genau abgewogenen Mengen und dazu Wasser ad libitum 
Nur die Maiskérner wurden grob geschroten, die anderen Kérnerarten 
unzerkleinert gegeben. 

Der Kot wurde, gemeinsam mit dem Harn, sorgfiltig aus den 
Stoffwechselkafigen gesammelt und ebenso wie die Futterproben nach 
der im Institut iiblichen modifizierten Methode des Weender Verfahrens! 
auf Rohfaser analysiert. Die Rohfaserbestimmung wurde fiir jede 
viertagige Kotmenge gesondert ausgefiihrt. Die prozentische Ver- 
daulichkeit der Rohfaser konnte daher aus dem Vergleich der Rohfaser- 
einnahme und -ausscheidung sowohl fiir die einzelnen viertagigen 
wie fiir die gesamte zwdélftagige Periode berechnet werden. Bei der- 
artigen Versuchen an Hiihnern muB beriicksichtigt werden, daB be- 
sonders im Muskeimagen, der die Magensteinchen bei fehlender Neu- 
zufuhr Monate und selbst tiber cin Jahr lang zuriickhialt, auch Roh- 
faserstiicke von Kérnerschalen eine Zeitlang retiniert werden kénnen, 
und ebenso, daB, wie bei den Steinchen, gelegentlich gréBere Mengen 
davon ausgeschieden werden. Fiir unsere Versuche konnte aber woh! 
angenommen werden, da die zwischen den drei viertagigen Perioden 
bestehenden Schwankungen zwischen der Retention im Magendarm. 
kanal und der Mehrausscheidung an Rohfaser sich so weit ausglichen, 
daB die zwélftagige Gesamtperiode einen den tatsachlichen Verhaltnissen 
entsprechenden Durchschnittswert fir die Rohfaserverdauung ergab 
DaB die Ausscheidung der unverdaulichen Rohfaser nach einer zwolf- 
tagigen Periode mit taglicher Fiitterung schon am letzten Tage praktisch 
beendet ist, geht aus dem Verlauf des Versuchs mit Gerstenfiitterung 
hervor. 

Die Rohfaser der Gerstenkérner wird hiernach von den normalen 
Hiihnern ebensowenig verdaut wie von den blinddarmlosen. Der 
Versuch zeigt zugleich, daB in einzelnen viertigigen Perioden etwas 


1 Vgl. Scheunert in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., 
Lig. 112. 
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Tabelle I. 


Versuch mit Gerste. 

















Huhn 3 
Huhn |! Huhn 2 (blinddarmlos) 

& Rohfaser Rohfaser Rohfaser 
2 & . 2h nD et Fp ge 1 — aE 3 
= = Putter Kot verdaut Futter Kot veodaut Putter Kot venient 
ea 8 8 %Jo 8 8 Plo 8 ry . 

4 7,722 7,732 -~ 7,722 7,692 0,39 8,424 8,525 - 

4 7,722 7,646 | 0,85 5,792 | 5809 | — 8,424 8,148 38,28 

4 7,722 7,745 | — 6,844 | 6947 — 8,424 8618 — 
12 23.166 23,123 | 0.19 |20358 | 20,448 | 00 25,272 (25,291 00 


Rohfaser, einmal sogar 3,28°,, im Vergleich zur Aufnahme retiniert 
und daher scheinbar verdaut wurden, was sich durch vorherige und 
nachherige Mehrausscheidung ausglich. Die minimale Gesamtmehr- 
ausscheidung bei Huhn Nr. 2 und 3 gegeniiber der zwélftagigen Roh- 
fasereinnahme stammte offenbar, soweit sie nicht als innerhalb der 
Fehlergrenze liegend zu betrachten ist, noch aus der Vorfiitterungs- 
periode. Ahnliche Verhiltnisse zwischen den einzelnen viertigigen 
und der zwélftagigen Gesamtperiode zeigen sich auch in den folgenden 
Versuchen. 











Tabelle Il. 
Versuch mit Weizen. 
. Huhn 3 
Huhn 1 Huhn 2 (blinddarmlos) 

% Rohfaser Robfaser Rohfaser 
oo) @ | » lana = im l\eadecl im | im | 
z = Futter Kot verdout Futter Kot veodeut Futter Kot verdant 
2 g “ Jo x x Jo N x lo 


4,990 4690 6,02 | 5,988 5,233 12,7 








4 2495 2577) — 

4 2495 2,013 19,32] 4990 4,744 493 | 5,988 5,744 ,08 
4 2,958 2994 — 2,869 2,682 | 6,52 | 5,988 6,732 — 
12 7,948 | 7,584 458 |12,849 12,116 | 5,71 [17,964 17.709 142 


Wie die Tabelle II ergibt, wird die Rohfaser von Weizenkdrnern 
von normalen Hiihnern zu rund 5°% verdaut. Da das blinddarmlose 
Huhn mit 1,42 °% eine wesentlich geringere Rohfaserverdauung zeigte, 
so darf dieser Versuch als erste quantitative Bestatigung der eingangs 
erwahnten Auffassung betrachtet werden, wonach die Rohfaserverdawung 
bei den Hiihnern ganz vorwiegend in ihren Blindddrmen vor sich geht. 
Diese Tatsache lieB sich auch deutlich durch den folgenden Fiitterungs- 
versuch mit grob geschrotenen Maiskérnern erweisen, der mit Huhn Nr. | 
und dem blinddarmlosen Huhn Nr. 3 angestellt wurde; nach der 6 Tage 
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Tabelle IIl. 


Versuch mit Mais. 








Huhn 1 Huhn 3 (blinddarmlos) 
- % Rohfaser % Rohtaser 
c . - = 
. & js im im verdaut 7 = im im verdaut 
he Futter Kot > i Futter Kot 
t 2 8 8 %lo i 8 ~ 
4 2,676 2,112 21,1 4 3,568 3,306 7.35 
4 2.676 2,470 aoe 1 0,892 1,343 
+ 2.676 2081 12,3 
12 8,028 6,663 17.01 5 4,460 4,649 00 


dauernden Vorfiitterung konnte allerdings der eigentliche Versuch bei 

Huhn Nr.3 nur mit 5 Fiitterungstagen durchgefiihrt werden, da es 
1 von da ab die einseitige Maisfiitterung verweigerte; der Kot wurde 
. aber noch vom folgenden Tage gesammelt, so daB auch dieser Versuch 
zur Berechnung herangezogen werden darf. 
> Hiernach wird die Rohfaser von geschrotenem Mais vom normalen 
Huhne in dem nicht unbetrichtlichen MaBe von 17° verdaut. Bei 
] dem blinddarmlosen Tiere dagegen kam es in den ersten 4 Tagen durch 
Retention von Rohfaser zu einer scheinbaren Verdauung von 7,35 °%,, 
am letzten Fiitterungstage und tags darauf wurde diese Retention aber 
durch erhebliche Mehrausscheidung gegeniiber der Einnahme wieder 
ausgeglichen und sogar aus den Bestinden der Vorfiitterung tiber- 
kompensiert, so daB sich im ganzen keine Verdaulichkeit der Rohfaser 
ergab. Auch fiir die Rohfaser der Maiskérner erweist sich also die 
Verdauung beim Huhne auf die Blinddirme beschrankt. 

Mit dem normalen Huhn Nr.2 wurde an Stelle von Mais noch ein 
Versuch mit Hafer durchgefihrt. 





Tabelle IV. 


Versuch mit Hafer. 








Rohfaser 
Futtorungetege im Futter im Kot verdaut 
8 & 
4 12,996 13,363 
4 12,996 11,645 10.4 
4 12,996 11,228 13.61 
12 38,988 36,236 7,1 


Hierbei bestand in der unmittelbar an die Vorfiitterung an- 
geschlossenen viertagigen Periode ein Uberwiegen der Ausscheidung 
iiber die Einnahme, danach in den beiden folgenden Perioden stufen- 


13* 
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weises Sinken der Ausscheidung oder Steigen der Verdauung bzw. auc! 
wieder der Retention von Rohfaser im Magendarmkanal. 

Im ganzen ergab sich fiir den Hafer mit 7.1 °%, eine etwas besser: 
Verdaulichkeit der Rohfaser als beim Weizen. 


Zusammenfassung. 


Versuche iiber die Verdaulichkeit der Rohfaser verschiedene: 
Cerealien bei Hiihnern ergaben, daB Hiihner nicht imstande sind, Roh 
faser von verfiitterter Gerste zu verdauen. Dagegen erwies sich dir 
Rohfaser von Weizenkérnern zu 5°, die von Hafer zu 7°, und di 


von geschrotenen Maiskérnern zu 17°, verdaulich. 

Die Verdauung der Rohfaser ist beim Huhne fast ausschlieBlich 
Funktion der Blinddiarme. Beim blinddarmlosen Huhne wurde dix 
Rohfaser von Weizenkérnern nur zu 1,4°,, und die von geschrotenem 
Mais iiberhaupt nicht verdaut. 




















Untersuchungen iiber die Atmung des Froschherzens. 


l. Mitteilung: 


Uber den ©,-Verbrauch des tiberlebenden Froschherzens bei Speisung mit 
Ringer- sowie Tyrode- und Lockescher Lésune. 


Von 
Tatsuji Hiraoka (Keyo). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1927.) 


Im Jahre 1924 untersuchte W. Arnoldi! mit einer sehr einfachen 
und leicht zu bedienenden Apparatur den Sauerstoffverbrauch des 
Froschherzens unter dem Einflu8 bestimmter kleiner Anderungen in 
der prozentualen Zusammensetzung der als Speisefliissigkeit dienenden 
Ringerlésung bei voller Wahrung der Isotonie. Druck, Temperatur, in 
gewissen Grenzen auch die Schlagfrequenz, demnach fiir die GréBe des 
O,-Verbrauchs sehr wichtige Faktoren, blieben bei den Versuchen 
unverandert, die gleichzeitig vollzogene Arbeitsleistung wurde in diesen 
Versuchen am spontan schlagenden Herzen nicht bestimmt. Sie anderte 
sich entsprechend den in allen Versuchen durchaus gleichmaBigen 
Bedingungen etwa gleichsinnig mit der Schlagfrequenz Soweit die 
Betrachtung mit freiem Auge ein Urteil iiber den Zustand der Herz- 
muskulatur zulaBt, spricht Arnoldi von einem normalen Zustand mit 
ausgesprochener Systole und Diastole und dementsprechender breiter 
Amplitude, ferner von einem dauernd mehr systolischen oder dauernd 
mehr diastolischen Zustande, wobei namentlich bei dem systolischen 
Zustande die Amplitude kleiner als normal zu sein pflegte. Darauf 
gehe ich hier nicht naher ein. 


1 W. Arnoldi, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 48, 465, 1924. Schon 
friiher hatten Rona und Wilenko (diese Zeitschr. 59, 173, 1914) gefunden, 
daB der Zuckerverbrauch des iiberlebenden Herzens bei verschiedenem 
Zuckergehalt der Nahrlésung fast gleich blieb, dagegen unter Tyrodenahr- 
lésung héher war als unter Locke. Als Grund wiesen sie eine Anderung des 
Wasserstoffionengehaltes der Nahrlésung nach. 
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Die Einfachheit der Methodik ( Barcroftsches Differentialmanometer 
mit besonders eingerichteter Aufnahmevorrichtung fiir das Straubsche 
Froschherzpraparat) kann dazu fiihren, dieses Verfahren zur schnellen 
Orientierung tiber den EinfluB irgend einer Einwirkung auf die Frosch 
herzatmung in breiterem Umfange anzuwenden. Fiir diesen Zweck 
ware es von Nutzen, einen Anhalt fiir den O,-Verbrauch unter normalen 
Bedingungen zu haben. Die vorliegenden Untersuchungen sollen dazu 
dienen, fiir spatere Untersuchungen eine solche Vergleichsbasis zu 
schaffen. Die Einzelheiten des Verfahrens wird der Autor demnichst 
in einer Mitteilung angeben und so eriibrigt sich bier eine eingehende 
Besprechung. Erwahnt sei nur, daB das Herz sich bei meinen Unter- 
suchungen nicht wie bei Arnoldi in einer reinen Sauerstoffatmosphire 
befand, sondern zwecks weiterer Vereinfachung in gewéhnliche Luft 
eingeschlossen war. Alle 10 Minuten fortlaufend wird der Stand der 
Menisken abgelesen und die Schlagfrequenz gezihlt. Nach dem Ein- 
bringen des Herzens in den Apparat und nach dem Einsetzen des 
Apparats in das Wasserbad wird bis zum vélligen Temperaturausgleich 
15 bis 20 Minuten gewartet und von jetzt ab etwa 40 bis 120 Minuten, 
meist eine Stunde lang beobachtet und alle 10 Minuten abgelesen. 
Nur dann gilt ein Versuch als gelungen, wenn das Herz regelmabBig. 
spontan, ohne groBe Frequenzunterschiede schlagt, wenn es nicht etwa 
an der Wandung klebt oder durch die Praparation geschadigt war, 
wenn es nicht tropft (ein oder zwei Tropfen wahrend des ganzen Versuchs 
sind ohne Bedeutung), wenn keine Blutgerinnsel die Bewegungen der 
Speisefliissigkeit hemmen und wenn die graphische Aufzeichnung 
des O,-Verbrauchs einen méglichst geradlinigen konstanten Verlauf 
anzeigt. 

Durch die Bewegungen des Herzens in dem geschlossenen Glas- 
gefaB findet eine geniigende Bewegung und Durchmischung der um- 
gebenden Luft statt, so daB die gebildete CO, von der am Boden be- 
findlichen 5 bis 10% igen KOH aufgenommen werden kann. Eine 
Schiittelvorrichtung, wie sie zur Untersuchung der Atmung anderer 
Gewebe verwendet wird, ist daher nicht notwendig. 

Die untersuchten Frésche waren Hungerfrésche, und zwar vor- 
wiegend Ranae tempor., die Zeit der Untersuchung August bis Oktober. 
Von den méglichen Fehlerquellen sei in erster Linie der einer nicht 
genau zutreffenden Eichung des Apparats hervorgehoben. Hier sind 
auch bei gewissenhaftester Arbeit Ungenauigkeiten nicht zu umgehen. 
Wenn man jedoch alle Versuche mit dem gleichen Apparat und der 
gleichen Herzkaniile vornimmt, ist dieser Fehler gering. Weniger 
einfluBreich sind die vorkommenden Barometerschwankungen. Sie 
wurden deshalb nicht beriicksichtigt. Die Temperatur des Wasserbades 
betragt 15 bis 19°C. Jedes Froschherz wird nach dem Versuch entleert 
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und auf der Torsionswaage gewogen. Der Sauerstoffverbrauch wird 
dann auf 1 g Froschherz umgerechnet. 

Das Luftvolumen derjenigen Kammer des Apparates, in die das 
Herz eingesetzt wird (die korrespondierende Kammer war von fast 
gleicher GréBe) betragt 17,35ccm. Bei der Eichung Andert sich der 
Abstand der beiden Menisken des Manometers um einen Teilstrich 
nach dem Einblasen von 0,02606 ccm Luft. Konstante K also = 0,02606. 
Das Glasréhrchen, dessen Spitze in die Herzkammer eingefiihrt wird, 
hatte eine Lange von etwa 5,5 cm, einen Durchmesser von etwa 0,6 cm 
und enthielt 0,7 cem Fliissigkeit. Die Amplitude zwischen Systole und 
Diastole betrug bei den Versuchen mit Ringer etwa 10mm, bei den 
iibrigen Versuchen etwa 3 bis 6 mm. Die Ringerlésung wird aus Lésungen 
bereitet, die zu Anfang in gréBeren Mengen hergestellt werden. Die 
Mischung aus NaCl-, CaCl,- und KCl-Lésung konnte langere Zeit auf- 
gehoben werden. Der Zusatz von NaHCO,-Lésung hat dagegen taglich 
frisch zu erfolgen. 

Zusammensetzung der zur Priifung kommenden Lésungen: 

1. Ringer-Locke-Lésung : 

wom G@Olieer Math... 6s «2 ies 's 96 cem 
oe | 8S ee 2 | 
CaCl, (in 100 cem CaCl,-Lésung 
sind 7,10 mg Chlor) ae = 
SOM MakCGy . 6s we 20 ., 


120 cem 


100 cem 


” 


2. Ringer-Locke mit Traubenzucker : 


wie bei 1., auBerdem 2,4ccem 10°%iger Traubenzuckerlésung. 


3. Tyrodelésung: 


eS 96 cem 
7,06Siger ERG... 2 se « 2 - 
CaCl, (vgl. Ringerlésung). . . 2 = 
o> COShieee Mam, «4 - = 20 aie 
ee A Ae 1 a 
m/S BORE U, «sos et 0,125 ,, 


4. Tyrode mit Traubenzucker. 


wie 3., auBerdem 2,4 ccm einer 10° igen Traubenzuckerlésung'’. 


1 Ringer-Lockesche Lésung enthailt auf 1000g Wasser 6,5g¢ NaC! 
(0,111 mol.), 0,2g KCl (0,00268 mol.), 0,2g CaCl, (0,00181 mol.), 0,1 g 
NaHCO, (0,001 19mol.); unter Umsténden noch 1,0g Glucose (0,00555 mol.) ; 
H-Ionen = 0,2. 1077; vgl. S. Ringer, Journ. of phys. 3, 380, 1882; 4, 222, 
1883; 6, 361, 1884/85; 7, 118 und 291, 1886; 1S, 425, 1895; F. Locke, eben- 
daselbst 18, 332, 1895; Zentralbl. f. Phys. 8, 166, 1894; 14, 670, 1900. 

Tyrodelésung enthalt auBerdem 0,1 g MgCl, (0,00105 mol.) und 0,05 g 
NaH,PO, (0,00042 mol.) bei gleichem H-Ionengehalt; vgl. Tschermak, 
Allgem. Phys. 1, 126. Nach Michaelis ist jedoch der H-lonengehalt der von 
ihm benutzten beiden Na&hrlésungen verschieden. 
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Ergebnisse. 


Die Versuche mit Ringer-Locke geben die starkste Streuung mit 
0,34 ccm Unterschied des O,-Verbrauchs je Gramm Froschherz und 
Stunde zwischen dem gréBten und dem geringsten ermittelten Wert 
In den Einzelversuchen lieferten die 1l0minutlichen Ablesungen 
hier keine so ausgezeichnet konstanten Zahlen wie bei den Tyrode- 
versuchen. 

Etwas gleichmaBiger waren die Versuche mit Ringer-Locke mit 
Traubenzucker. Wenn wir von dem ganz auBerhalb gelegenen Werte 
von 0,7297 cem absehen, ist die Streuung nur 0,14 ccm. 


Zwischen dem O,-Verbrauch des Froschherzens bei Speisung mit 
Ringer-Locke, sowie mit Ringer-Locke mit Traubenzucker, besteht 
kein auBerhalb der Fehlergrenze fallender Unterschied der Mittel- 
werte. Diese betragen 0,46 bzw. 0,43 ccm O, je Gramm Froschherz 
und Stunde. 


Zwischen Tyrode ohne oder mit Traubenzucker besteht ebenfalls 
kein Unterschied. Der O,-Verbrauch je Gramm Froschherz und Stunde 
betrigt in beiden Fallen im Mittel = 0,56ccm O,. Er ist demnach 
0,l cem gréBer als bei Speisung mit Ringer. Die Tyrodelésung, deren 
pu (nach Michaelis) = 7,7 betragt, bewirkt nach Rona und Wéilenko 
einen héheren Zuckerverbrauch, nach unseren Untersuchungen einen 
héheren Sauerstoffverbrauch als die saurere Ringerlésung mit py = 6,7 
(Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration). 


Streuungsbreite der Versuche mit Tyrode chne sowie mit Trauben- 
zucker (der stark auBerhalb fallende Wert von 0.70 ccm nicht mit- 
gerechnet) = 0,07 ccm. 


Bei Speisung des Herzens mit Tyrode kommt es zu einem deutlich 
héheren und zugleich zu einem gleichmaéBigeren O,-Verbrauch des 
spontan schlagenden tiberlebenden Frosehherzens als bei Speisung mit 
Ringer-Locke. Die durchschnittliche Schlagfolge betragt bei Ringer 
51 Schlage je Minute, bei Tyrode 43 Schlige je Minute. Unter Tyrode 
schlagt jedoch das Herz nicht nur langsamer, sondern auch gleich- 
maBiger. Auch das mag damit zusammenhangen, daB die Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Tyrodelésung der des Froschblutes naher steht 
als die der Ringerlésung. Am Ende der Beobachtungszeit war bei 
Verwendung von Ringerlésung die Schlagfrequenz im Mittel um 
9,4 Schlige je Minute abgesunken. Der Zusatz von Traubenzucker 
hatte die Abnahme auf 8,8 Schlage herabgesetzt. Die Speisung mit 
Tyrode auf 7 Schlage, die mit Tyrode und Traubenzucker auf 4,8 Schlage. 
Tyrode mit Traubenzucker ergibt in unseren Untersuchungen die 
besten Bedingungen. 
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Oz prog Froschs 


Nr herz und pro Stunde | am Anfang oe fade 
ecm des Versuchs 
1. Ringer-Lockesche Loésung. 
l 0.31 46 38 
2 0.31 46 38 
3 0,34 44 36 
4 0,39 58 44 
5 0,43 56 44 
6 051 54 44 
7 0,51 D6 44 
5 0.56 56 44 
9 0,59 48 38 
10 0,65 42 42 
Im Mittel: 0.46 50 41 
2. Ringer-Lockesche Losung mit Traubenzucker. 
1 0,39 56 44 
2 0,39 54 44 
3 0,39 45 42 
4 0,40 64 1) 
5 0.43 54 48 
6 0,48 58 34 
7 0,53 44 4 
8 0,73 46 44 
Im Mittel: 0,47 52 44 
Ohne 8: 0.43 
3. Tyrode. 
1 0,52 32 30 
2 0,55 44 40 
3 0,55 D6 44 
4 0,55 42 36 
5 0.57 44 36 
6 0.59 42 34 
7 0,59 44 38 
8 0.70 50 40 
Im Mittel: 0,58 44 37 
Ohne 8: 0.56 

4. Tyrode mit Traubenzucker. 
l 0,52 30 30 
2 0.52 50 40 
3 0,53 36 30 
4 0,55 44 42 
5 0.57 4 46 
6 0,57 42 34 
7 0,57 52 46 
S 0,57 38 34 
y 0.59 36 32 
10 0,59 38 38 
Im Mittel: 0,56 42 37 


Schlagfrequenz pro Minute 


Verminderung der 
Schlagtrequenz 


12 
10 


14 


24 


8.8 
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10 
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Der Zusatz von Traubenzucker andert zwar den O,-Verbraw 
des isolierten, spontan schlagenden Froschherzens nicht, aber er bewirk 
eine gréBere GleichmaBigkeit des alle 10 Minuten  kontrollierte) 
O,-Verbrauchs, ferner auch eine gleichmaBiger fortdauernde Schlag 
frequenz des Froschherzens. 

Fiir weitere Versuche empfiehlt es sich, Tyrode mit Trauben 
zucker zu verwenden. 

Auf abweichende Befunde hinsichtlich des O,-Verbrauchs des 
Froschherzens wahrend der Laichzeit wird an anderer Stelle ein 


gegangen. 

















Untersuchungen iiber die Atmung des Froschherzens. 


Il. Mitteilung: 


Der Einflu8 von Siure und Lauge auf den 0,-Verbrauch des iiberlebenden 
Froschherzens. 


Von 
W. Arnoldi und T. Hiraoka. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Aus der vorausgehenden Mitteilung geht hervor, dab sich Tyrode- 
lésung fiir kurze Untersuchungen des O,-Verbrauchs des tiberlebenden, 
spontan schlagenden Froschherzens gut eignet und da unter den 
gegebenen Bedingungen des Druckes, der Temperatur und der Schlag- 
frequenz in Gramm Froschherz und je Stunde ein O,-Verbrauch von 
0,052 bis 0,059 ccm stattfindet. Ferner wurde bereits auf die Unter- 
suchungen von Rona und Wilenko (diese Zeitschr. 59, 173, 1914; 62, 
1, 1914) hingewiesen, aus denen hervorgeht, da Steigerung des 
H-Ionengehalts der Nihrlésung den Zuckerverbrauch des iiberlebenden 
Kaninchenherzens herabsetzt, viel weniger dagegen Anderungen der 
Zuckerkonzentration der Nahrlésung. 

Die hier mitgeteilten Versuche werden mit dem gleichen Apparat 
und genau den gleichen Versiichsbedingungen, wie sie friiher mitgeteilt 
wurden, vorgenommen. 

Die Frage, die wir uns stellten, lautet : Bewirken sehr kleine Zusatze 
von NaOH oder HC! zu der Tyrodelésung (ohne Traubenzuckerzusatz) 
eine Anderung der Froschherzatmung? ‘Tatsichlich lieB sich ein be- 
stimmter EinfluB nachweisen, wie er aus der Kurvendarstellung mit 
einem Blick zu iibersehen ist und wie es bereits die verschiedene Wirkung 
von Ringer (pa = 6,7) und Tyrode (py = 7,7 nach Michaelis) ver- 
muten lieb. 
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Die Schlagfrequenz des Herzens hat sich gegeniiber den friiherey 
Versuchen nicht geandert. Friiher kamen vor allem Ranae temporaria 
hier kommen vorwiegend Ranae esculentae zur Verwendung. Ei 
Unterschied im O,-Verbrauch bei Speisung des Herzens mit Tyroc 
lieB sich nicht nachweisen. Wir kénnen demnach die friiheren sieben 
Versuche mit Tyrode (Versuch 8 mit ungewéhnlich hohem O,-Verbrauch 
bleibt unberiicksichtigt), iibrigens auch die zehn Versuche mit Tyrod« 
und Traubenzuckerzusatz, die genau die gleichen Ergebnisse lieferten 
als Ausgangswerte benutzen. 


Ergebnisse. 


Bei Zusatz von n/1000 HCl oder NaOH in Mengen von 0,5 bis 
lleem zu je 12lcem Tyrodelésung ohne Traubenzuckerzusatz (die 
genaue Zusammensetzung wurde in der friiheren Mitteilung angegeben) 
tritt schon bei 0,5 ccm ein starker Abfall des O,-Verbrauchs des isolierten, 
spontan schlagenden Froschherzens auf. 

Der Zusatz von Lauge schuf éfter eine Anderung des Frosch. 
herzmuskels mehr im Sinne eines dauernden diastolischen Zustandes 
(vgl. friihere Mitteilung), der Zusatz der Saure dagegen mehr eine solche 
eines dauernden systolischen Zustandes. 

Die NaOH, bis zu 7 ccm, hat eine mit der Zusatzmenge zunehmende 
Verminderung der Froschherzatmung zur Folge. 

Nach dem Zusatz von HCl sehen wir nach dem Abfall bei 0,5 cem 
HCl zu 120 cem Tyrode die Werte bei Zusatz von 1,0, 1,5, 2,0 und 3,0 cem 
wieder bis zum Ausgangspunkt ansteigen. Die kleinen Mengen HC! 
verdrangen méglicherweise unter Bildung von NaCl die CO, aus der 
Verbindung NaHCO,;. Dann erst tritt eine direkte Saurewirkung 
hervor. Von den Zusatzmengen 3,0 bis zu 8,0 cem n/1000 HC] sinken 
die Werte gleichmaBig ab, um spater wiederum ein wenig anzusteigen. 

Einzelne Bestimmungen fallen starker auBerhalb der punktiert 
gezeichneten Idealkurve der Anderungen. Es diirfte sich hierbei um 
Abweichungen handeln, wie sie bei der Verwendung iiberlebender 
Organe unvermeidlich sind und die nicht ohne weiteres aufgeklart 
werden kénnen. Immerhin stehen z. B. sechs gleichmaBige Ergebnisse 
bei 3 und 4ccm HCl den beiden Abweichungen gegeniiber, und wir 
diirfen wohl annehmen, daB die eingezeichnete Kurve wenigstens dem 
Sinne nach die Anderung richtig wiedergibt. 

Wir haben auBerdem noch einzelne Versuche mit n/100 NaOH 
ausgefiihrt. Auch dabei wird der O,-Verbrauch vermindert. 

Die durchschnittliche Schlagfrequenz pro Minute betragt bei 
Zusatz von Saure oder Alkali etwa 48 bzw. 47 gegeniiber Tyrode ohne 
Traubenzucker und ohne Zusatz = 47 Schlige pro Minute. Bei allen 
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POD 


friiheren und jetzigen Versuchen sinkt die Schlagfrequenz bei weiter 
gleichbleibendem O,-Verbrauch am Ende 
schnittlich 5 bis 7 Schlage pro Minute. 
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0,060 & 
~ 0,066 | 
Z 

0,080 * 
0045 


0,040 [~ 
' 


0,085 


¢€ t7ramm +t 


0,030 + 
O25 | 
0,020 

7 HC] 10 


a) 
OW 





a 2 


6 5 #4 


Zusatz ii 


mae F.97 F & 


A 
nocm 2uye fZiccm lyrode 


2u 


Abb. 1. 





um 


durch- 


Der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch eines Froschherzatmungsversuchs ist als Punkt auf das 





Koordinatensystem aufgetragen. Die Punkte wurden dann durch eine Ideallinie miteinander 
verbunden. 
Oz, pro g Schlagfrequenz pro Minute - P 
Nr. en am Anfang am Ende Differenz an. A HC 7 ut 
———— 121 com Tyrode 
com des Versuchs 
1. EinflubB der HC! 
| 0,029 48 40 Ss 0.5 cem n/ 1000 
2 0.039 40 34 6 0.5 . 
3 0,043 59 40 10 05 
4 0,044 45 34 11 05 , 
5 0.041 50 42 S 1,0 
6 0.044 32 32 0 15 , 
7 0.050 54 50 4 2.0 
8 0,044 50 40 10 3,0 
4 0,055 42 38 4 3.0 
10 0,055 44 38 6 3.0 
11 0,055 40 36 4 3,0 7 
12 0,033 46 40 6 SP « 
13 0,052 48 46 2 4,0 
14 0,052 42 36 6 40 . 
15 0,053 46 38 8 40 
16 0,048 54 42 12 5.0 
17 0,044 42 38 4 6,0 
i8 0,037 46 4 6 i « 
19 0,032 44 40 4 8.0 
20) 0,033 50 38 12 80 . a 
91 0,033 45 40 5 8.0 , » 
22 0,042 64 46 18 90 . 
23 0,058 34 26 8 10,0 2 
24 0,035 52 42 10 10,0 , 
25 0,035 50 38 12 10,0 i 
26 0,044 48 44 4 11,0 
27 0,030 48 44 4 0.5 nl 
Im Mittel: 0,043 47 39 7,1 
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Ein Universalextraktionsapparat. 


Von 
Karl Zipf. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Westf. Wilhelms-Universitat 
Miinster i. Westf.) 


(Eingegangen am 21. Dezember 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Fiir die Extraktion mit fliichtigen Lésungsmitteln sind eine Reihe 
von mehr oder minder komplizierten Apparaten im Gebrauch. Sie 
alle haben den Nachteil, daB ihr Anwendungsgebiet eng umschrieben 
ist. So bendétigt man besondere Extraktionsapparate fiir feste Sub- 
stanzen und fiir Fliissigkeiten. Letztere erforderten wieder verschiedene 
Apparaturen, je nachdem das Extraktionsmittel spezifisch leichter oder 
spezifisch schwerer ist als Wasser. Es fehlt dagegen ein einfacher 
Universalextraktionsapparat, der zur Extraktion festen wie fliissigen 
Extraktionsgutes mit spezifisch schweren und spezifisch leichten Lésungs- 
mitteln brauchbar ist. 

Gelegentlich waren wir vor die Aufgabe gestellt, in einem System, 
bestehend aus einer festen Phase — organische Substanz bzw. Tier- 
kohle — und einer damit im Gleichgewicht befindlichen Ringer-Coffein- 
Natriumsalicylatlésung den Coffein- und Salicylséuregehalt sowohl in 
der festen wie in der fliissigen Phase zu bestimmen. Dabei mubte 
zundchst das Coffein mit Chloroform aus der festen Phase und der 
alkalisch gemachten Fliissigkeit extrahiert werden. Hernach mubte 
die Salicylsiure bei saurer Reaktion mit Ather aus der Liésung und 
dem festen Bodenkérper ausgezogen werden. Zur bequemen Durch- 
fiihrung dieser vier Operationen benutzten wir den in Abb. 1 und 2 
schematisch dargestellten Universalextraktionsapparat !. 


‘ Zu beziehen dureh die Firma Dr. Hermann Rohrbeck, Nachfolger, 
G.m. b. H., Berlin N 4, PflugstraBe 5. 
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Der Extraktionsapparat zeigt zum Teil eine ahnliche Anordnuy, 
wie der Soxhletapparat. Der Siedekolben, ebenso der Kihler, unt: 
scheiden sich nicht von den gleichen Teilen des Soxhletapparate- 
Beide kénnen durch dichten Schliff, eventuell mit Quecksilberdichtung 
mit dem eigentlichen ExtraktionsgefaB verbunden werden. Dieses 
wird gebildet durch ein zylindrisches, unten in ein kurzes Rohr a aus 
laufendes GefaB aus Glas oder bei gréBeren Apparaten aus innen ver 
zinntem Kupfer. Der Hahn 6 verbindet das ExtraktionsgefaB mit dey 
aufsteigenden Schenkeln ¢ und d eines Hebersystems. Der Ast ¢ und 
der absteigende Schenkel c, entsprechen dem Heber des Sorhletschen 
Apparates und haben einen lichten Durchmesser von etwa 2mm. Der 
erweitert sich aber in seinem ab 


Schenkel d verlauft ahnlich wie c. 








steigenden Teile zu einem weiten Rohre d, von etwa 8 mm lichter Weit« 





\ 











Abb. 1. 


und miindet in einfacher Weise in das Rohr a. Oberhalb der Ein- 
miindungsstellen von c, und d, geht bei e das etwa 12 mm weite, mit 
kugeliger Ausbuchtung versehene Rohr / ab, das bei g in das Extraktions- 
gefaB einlauft. Die Einmiindungsstellen e und g haben senkrecht ovalen 


Querschnitt. 


Neben dieser Ausfithrung wurde auch das in Abb. 2 dargestellte 
Modell benutzt. Hier kann durch den Dreiweghahn 6 das Extraktions- 
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gefaB einmal mit dem Siedekolben, zum anderen mit dem aufsteigenden 
gemeinsamen Schenkel ¢ eines Hebersystems verbunden werden. Am 
oberen Ende dieses Rohres ¢ befindet sich der Dreiweghahn d. Durch 
diesen kann Verbindung mit dem absteigenden Ast c, hergestellt. werden, 
der in gleicher Weise verlauft wie der Saugheber des Soxhletapparates. 
Das enge Lumen von etwa 2 mm ist fiir eine kraftige Saugwirkung sehr 
giinstig. Andererseits vermittelt der Dreiweghahn d die Verbindung 
mit dem absteigenden Schenkel d, von 8mm lichter Weite. Beide 
Réhren, c, und d,, miinden in gleicher Weise in das Rohr a, wie beim 
erstbeschriebenen Apparat. Im itibrigen Aufbau decken sich beide 
Modelle. 

Der Universalextraktionsapparat dient in beilen Modifikationen 

1. zur Extraktion von festen Stoffen mit spezifisch leichten und 
schweren Lisungsmitteln, z. B. Ather- bzw. Chloroformextraktion eines 
Drogenpulvers ; 

2. zur Extraktion von wasserigen Lésungen mit spezifisch leichten 
Lésungsmitteln, z. B. Atherextraktion einer wisserigen Lésung. 

3. zur Extraktion von wasserigen Lésungen mit spezifisch schweren 
Lésungsmitteln, z. B. Chloroformextraktion einer wisserigen Lésung. 

Der Extraktion fester Stoffe mit spezifisch leichten und schweren 
Lésungsmitteln dient das Soxhletprinzip des Universalextraktions- 
apparates. Durch entsprechende Stellung des Hahnes b (Abb. 1) bzw. des 
Hahnes d (Abb. 2) wird jeweils der Soxhletsaugheber eingeschaltet. 

Die Extraktion von Flissigkeiten mit spezifisch leichten Lésungs- 
mitteln, z. B. Ather, geschieht auf folgende Weise: Der im Siedekolben 
verdampfte Ather gelangt durch das weite Rohr / in den Kiihler, wird 
kondensiert und tropft auf das fliissige Extraktionsgut. Eine rasche 
Extraktion wird erzielt durch einen Verteilungstrichter, entweder in 
Form eines einfachen Trichters mit bis auf den Boden des Extraktions- 
gefaiBes reichendem Rohre oder einen Trichter mit Glasspirale, wie er 
bei dem Kutscher-Steudelschen Extraktionsapparat gebraucht wird. 
Dieses Trichterrohr muB zur Erzeugung eines gentigend hohen Druckes 
entsprechend lang sein, damit die Extraktionsfliissigkeit durch die 
untere Trichteréffnung durchgedriickt wird. Das spezifisch leichte 
Lésungsmittel sammelt sich im Verlauf der Extraktion tiber dem 
Extraktionsgut an, erreicht schlieBlich die Einmiindungsstelle g und 
flieBt bequem durch das Rohr f in den Siedekolben zuriick, um von 
neuem seinen Kreislauf anzutreten. 

Bei der Extraktion einer Flissigkeit mit einem spezifisch schweren 
Extraktionsmittel, z. B. Chloroform, gelangt der Dampf des Extraktions- 
mittels durch das Rohr / in den Kiihler, kondensiert sich, tropft durch 
das Extraktionsgut und sammelt sich am Boden des Extraktions- 
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gefaBes an. Dieses ist durch entsprechende Stellung der betreffende) 
Hahne mit dem Uberlaufrohr d, verbunden. Hat sich geniigend Ex 
traktionsmittel im ExtraktionsgefaB angesammelt, so flieBt das Ex 
traktionsmittel tropfenweise durch das 8mm weite Rohr d, in de) 
Siedekolben zuriick. Zur guten Verteilung des Extraktionsmittels ist 
das untere Kiihlerende leicht trichterartig erweitert und besitzt an 
unteren Rande einige Glasdornen, von denen das Extraktionsmittel in 
feinen Trépfchen abtropft. 

Der beschriebene Apparat eignet sich also tatsachlich zur Extraktion 
von festen Stoffen und wasserigen Lésungen mit spezifisch leichten und 
spezifisch schweren Fliissigkeiten. Im Laboratoriumsbetrieb hat er 
sich gut bewahrt. 














nd 








Uber die Ausscheidung yon Ammoniak 
durch die Pflanzenwurzeln bei Saiurevergiftung. 


Von 
D. Prianischnikow. 


(Aus der Landwirtschaftlichen Akademie Moskau.) 
(Eingegangen am 22. Dezember 1927.) 

Schon im Jahre 1914 haben wir beobachtet, daB Lupinenkeimlinge 
beim Eintauchen des Wurzelsystems in schwache Schwefelsiure 
(z. B. n/1000) diese letztere im Verlauf einiger Tage neutralisieren, 
dabei selbst an ,,Ammoniakvergiftung’ erkranken'; spiter, 1918, bei 
den Versuchen tiber EinfluB der Saéuren auf die Aufnahme von NH, 
und HNO, aus NH,NO,-Lésung, haben wir beobachtet, daB bei 
bedeutender Aziditat die Erbsenkeimlinge Ammoniak ausscheiden, 
statt es aufzunehmen?, wie letzteres in Abwesenheit von Saure erfolgt. 

Da aus der Tierphysiologie bekannt ist, daB bei Saurevergiftung 
eine Ausscheidung von Ammoniak mit vergchiedener Energie bei 
Pflanzenfressern und Fleischfressern auftritt, so haben wir in letzterer 
Zeit fiir die Versuche tiber das Verhalten gegeniiber Siuren die Keim- 
linge von denjenigen Pflanzen ausgewahlt, bei denen die Samen Fiweib- 
stoffe und Kohlehydrate in verschiedenen Verhaltnissen enthalten, z. B.: 





Kérner von Hater Erbsen Lupine 


Verhaltnis von Eiweibstoffen zu 
Kohlehydraten . 5 a ee 1:6 1: 


to 


1:06 


Der Vorversuch iiber die Ausscheidung von Ammoniak wurde mit 
Hafer- und Erbsenkeimlingen ausgefiihrt; dabei wurde das Auftreten 


' Vgl. unsere Abhandlung: Ammoniak als Alpha und Omega des 
Stickstoffumsatzes in den Pflanzen, 1916 (russisch); in deutscher Literatur 
erwahnt in einer spaéteren Mitteilung iiber dieselbe Frage (Landwirtsch. 
Versuchsstationen 99, 267, 1922). 

2 Vgl. diese Zeitschr. 189, 213, 1927. 
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von Ammoniak nur qualitativ verfolgt. Die Ergebnisse sind aus folgender 
Tabelle zu ersehen: 





Konzentration von HCl 


0,000 75 n 0,001 n 
Hater Erbsen Hafer w Erbsen 
Krstes Auftreten von Ammoniak nach 19 4 12 3 Tagen 
Absterben der Pflanze nach... . . 20 7 15 5 
p,, | Vor. dem Versuch ....... 3,1 3,1 2,9 2.9 
Pu {mach dem Versuch. ...... 5.1 54 5,1 5,6 


Hieraus ist zu ersehen, daB die Ausscheidung von Ammoniak bei 
der Erbse friiher begann und die Neutralisation der Saure in héherem 
MaBe erfolgte, aber die Erbse zeigte eine gréBere Empfindlichkeit 
gegen Saure (was den friiheren Angaben tiber diese Pflanze entspricht) 
und das Absterben hat bei ihr bedeutend friiher begonnen als beim Hafer 

Da aber die Pflanzen durch Ausscheiden von Ammoniak die 
Reaktion des Mediums andern und dadurch die Versuchsbedingungen 
stéren, so wurde bei weiteren Versuchen ein Wechseln der Lésungen 
vorgenommen, wobei das Ammoniak bei jedem Wechsel bestimmt 
wurde [die Bestimmung erfolgte kolorimetrisch; bei jeder Probe war 
eine gleiche Anzahl von Keimlingen vorhanden (35); Versuchsdauer 
und Saurekonzentration wurden entsprechend der Widerstandsfahigkeit 
der Pflanze gegen die Aziditat gewahlt; die Versuche sind im Dunkeln 
ausgefiihrt wordea]. Die Analysen wurden von Fr. Skossyrewa aus- 
gefiibrt. 

Der Hafer hat so wenig Ammoniak ausgeschieden, daB wir nur 
die gesamten Werte fiir die ganze Versuchsdauer (19 Tage) auffiihren 





Konzentration von HC! 


0,0025 n 0,001n  0,00025n | 0,0001n | 0,00004n 

Menge von NHs: 
Voummura...« & 0°05 0,220 0,362 0,189 0,129 0,067 mg 
PINS aA 0,229 0,354 0,183 0,126 0,065 , 


Entsprechend den kleinen Ammoniakmengen sind die Veranderungen 
des pu beim Wechseln der Lésungen, das in Abstinden von 2 bis 
3 Tagen vorgenommen wurde, unbedeutend gewesen (gewdhnlich unter 
0.5 pu). 

Bei Erbsen hatten wir ein energischeres Ausscheiden von Ammoniak 
und gréBere Verainderungen in der Reaktion des Mediums?: 


‘ Um die Tabelle zu kiirzen, haben wir in der Folge die Werte der 
Wiederholungsreihen, die gleiche Ergebnisse lieferten, nicht aufgefiihrt. 
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Anzahl der Tage 


Konzentration von HCI 


vom Versuchsenfang gerechnet 0,.001n | 0,00025n 0,0001n | 0,00004n 0,00001n 
3 0,444 0,862 0,610 0,442 
+ 0,411 0,504 0,489 0,427 
5 ° 1,456 0,768 0,580 . 
6 — 0,928 0,606 0,574 Spuren 
8 * 0,738 0,402 * 
11 . 0,312 
13 - ' 
Insgesamt NH, mg 0,855 3,730 3,211 2,757 
Veranderung. .. . 2.9 34 3.9 4.3 4.8 
Py in 24 Stunden ** ° 4.6 4 5,1 5,2 
* Spiter hat das Absterben der Pflanzen begonnen. 
** Periode der gréSten Verinderung;(4. bis 5. Tag) 
Bei Lupine waren die Verinderungen noch scharfer, wenn man, 


angemessen der Fahigkeit dieser Pflanze, der Aziditét zu 


die Konzentrationen von HCl noch starker nahm. 


widerstehen, 





Anzahl der Tage 


Konzentration von HCl 


0,01 n 0,0075 n 0,005 n 0,0025 n 0,001 n 
3 2.536 2.305 1,170 0,970 -- 
4 4,920 4.472 4,054 1,170 Spuren 
5 0,896 1,032 1,074 0,607 “ 
6 0.389 0.799 0,433 0.356 
Insgesamt NH, . mg 8,741 7,809 7,097 3,181 3.047 


Bei den Konzentrationen von 0,000 25, 0,0001, 0,00004 und 0,00001 
ist fiir die Versuchsdauer gar kein Ammoniak gefunden worden. 

Was jedoch die Reaktionsveranderungen der Lésung betrifft, so 
waren nach 24 Stunden in den Perioden der gréBten Tatigkeit der 
Keimlinge (dritter bis vierter Tag) diese Veranderungen gleich: 





5 


a der ursprunglichen nach P, a Differenz 
Losung 
0,01 n 2.0 4.0 20 
0,0075 n 2.2 3,8 16 
0,0050 n 2.4 4.2 LS 
0,0025 n 2.8 4.1 13 
0.0010 n 29 3.4 05 


Wir sehen also, daB die Lupinenkeimlinge, die reicher mit Eiweals- 
vorraten in den Kotyledonen versehen sind, eine gréBere Fahigkeit 
als die Erbsenkeimlinge besitzen, Ammoniak auszuscheiden und die 
Saéure zu neutralisieren; ein Vergleich ist im gegebenen Falle sogar 
nach Anzah! der Keimlinge vollkommen méglich, da das Gewicht von 
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100 Erbsensamen 12,03 g und von 100 Lupinensamen 12,02 g betragen 
hatte; fiir Hafer ist dieses Gewicht natiirlich viel kleiner (3,5mal). 
jedoch liegt es auf der Hand, daB sogar beim Umrechnen auf gleiches 
Gewicht der Trockensubstanz der Hafer in bezug auf die Ammoniak- 
ausscheidungsfahigkeit nicht nur der Lupine, sondern auch der Erbse 
nachsteht. 


Es verlaufen also die Erscheinungen der Sdurevergiftung analog im 
pflanzlichen und lierischen Organismus, und die Unterschiede zwischen 
den einzelnen Vertretern (z. B. Lupine und Hafer) stehen im Zusammen- 
hang mit der Eiweibmenge, die dem betreffenden Organismus zur 
Verfiigung steht, ahnlich dem Unterschied bei Fleisch- und Pflanzen- 
fressern. 

Die Stérung des normalen Verlaufs der Umwandlung von stickstoff- 
haltigen Substanzen in den Pflanzen, die darin besteht, daB die Aus- 
scheidung des Ammoniaks in das die Wurzeln umgebende Medium 
erfolgt, statt es in Amidgruppen umzuarbeiten, wird in mehreren 
Fallen beobachtet, die wir hier aufzuzahlen versuchen werden: 


1. Wirkung der freien Sauren (vgl. das oben Gesagte). 

2. Wirkung der physiologisch sauren Salze, wie NH,Cl und 
(NH,).SO,. 

3. Wirkung der andsthetisierenden Substanzen. 

4. EinfluB des Hungerns (volle Erschépfung des Kohlenhydrat- 
vorrates). 


5. Nichtiibereinstimmung der Stickstoff- mit der Kohlehydrat- 

% * * vv. . 

ernahrung (iiberfliissiger Ammoniak- oder NitratzufluB von auBen bei 
verhaltnismaBigem Mangel an Kohlehydraten)!. 


Bei den ersten zwei Fallen haben wir einen vollstandigen Parallelis- 
mus mit dem tierischen Organismus ; bei den letzten zwei Fallen befindet 
sich das Tier in einer besseren Lage als die Pflanze, da es keines Vorrats 
von unoxydierten Kohlenstoffgruppierungen zur Unschadlichmachung 
des Ammoniaks bei der Bildung des ihm eigentiimlichen einfachsten 
Amids — des Harnstoffs bedarf. 


Was nun den dritten Fall betrifft, so wurde schon frither vom 
Verfasser die Vermutung ausgesprochen, daB im Tierorganismus die 
Umwandlung des Ammoniaks in das entsprechende Amid durch die 
Aniisthesie unterdriickt werden miiBte; es seien hier folgende Zeilen 
angefiihrt?: 


1 Uber die Punkte 2, 3, 4 und 5 vergleiche unsere Mitteilungen in dieser 
Zeitschr. 150, 407, 1924; 182, 204, 1927. 
2 Diese Zeitschr. 150, 421, 1924. 
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Als wir uns die Frage iiber das Verhalten der Pflanzen zum kohlen- 
sauren Ammoniak stellten, diente uns zum Ausgangspunkt die Analogie 
zum Tierorganismus, und unsere Voraussetzung erwies sich als richtig. 
Wenn die Grundrisse des Parallelismus immer mehr Bestaétigung finden, 
so kénnte man vielleicht in einigen Beziehungen in dieser Frage eine weitere 
Extrapolation von einem Reiche zum anderen sich gestatten und z. B. die 
Frage aufwerfen, ob die Andsthesie auch in dem Tierorganismus solche 
Steigerung der Ammoniakmenge auf Kosten der Harnstoffsynthese in den 
\usscheidungen hervorruft, wie es das Toluol in den Lupinenkeimlingen 
nach den Versuchen von W.S. Butkewitsch tat, wo das Ammoniak sich 
parallel mit dem Unterdriicken der Asparaginsynthese ansammelte.“ 

Friiher konnten wir keine bestimmten Angaben in der tierph ysiologi- 
schen Literatur iiber diese Frage auffinden; jetzt sind wir auf eine solche 
gestoBen bei Durchsicht der Arbeit von W. Léffler, ,.Zur Kenntnis der 
Leberfunktion unter experimentell pathologischen Bedingungen™!, wo 
zwischen anderem Material auch die Ergebnisse der Versuche tiber die 
Kinwirkung des Chloroforms auf die Synthese des Harnstoffs in der 
Leber auf Kosten des doppelkohlensauren Ammoniums angegeben 
sind. Es erwies sich, daB die Zufiihrung von maBigen Dosen von 
Chloroform die Syntheseenergie schwacht, dagegen starke Dosen die 
Synthese ganz einstellen, wie wir es erwartet haben. 

Somit kénnen wir jetzt zu der Reihe der friiher bekannten Tat- 
sachen, in welchen der Parallelismus im Stickstoffumsatz bei Pflanzen 
und Tieren zum Vorschein kommt, noch zwei weitere Falle hinzufiigen, 
nimlich das analoge Verhalten der tierischen und pflanzlichen Zellen 
gegen Sauren und anisthetische Mittel. 


1 Diese Zeitschr. 1123, 164, 1920. 


Das Verhalten von Proteinen gegen Lauge 
und einige Riickschliisse daraus iiber ihre Konstitution. 


Von 
J. Tillmans und P. Hirsch 
nach in Gemeinschaft mit W. Mohr’, H. Holl? und L. Jarivala® ausgefiihrten 
Versuchen. 
(Mitteilung aus dem Universitéts-Institut fiir Nahrungsmittelchemie in 
Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1927.) 


In der ebenso wichtigen wie interessanten Frage nach der Struktur 
des EiweiBmolekiils stehen wir noch vor groBen Ratseln. Die Geheim- 
nisse des Protéeinmolekiils haben in den letzten Jahren in hohem 
MaBe das Augenmerk der chemischen Forschung auf sich gelenkt. Be- 
sonders eingehend ist die Frage diskutiert worden: Besteht das EiweiB 
vorzugsweise aus Aminosiureketten, die durch Peptidbindungen 
zusammengehalten sind, oder aber hat man hauptsachlich ringférmige 
Elementarkomplexe anzunehmen? Eine endgiiltige Entscheidung 
dieser Frage konnte noch nicht getroffen werden. 

Wenn man die chemische Natur eines Kérpers aufklaren will, 
muB man seine Eigenschaften genau studieren. Der Kérper muB also 
vor allem Eigenschaften haben, die man genau beobachten und zu 
seiner Charakterisierung verwenden kann. Zu den besonderen Schwierig- 
keiten, die sich der Aufklarung der EiweiBchemie entgegenstellen, 
scheint uns ganz wesentlich der Umstand beizutragen, daB man bis 
heute die einzelnen EiweiBarten nicht scharf genug charakterisieren 
kann. Es ist bis heute noch nicht gelungen, irgend eine Eigenschaft 
dazu zu verwenden, die individuelle Eigenart der EiweiBarten zum 
Ausdruck zu bringen. Man hat bei den Proteinen keine Eigenschaft 
zur Hand, deren messende Verfolgung einen sicheren Anhalt fiir ein 


1 Dissertation Frankfurt a. M., 1924. 
2 Ebendaselbst 1925. 
8 Ebendaselbst 1927. 
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tieferes Eindringen bieten kénnte, wie ihn z. B. in der Chemie der 
Zucker deren Eigenschaft der optischen Aktivitat bietet. Die sonst 
bei der Untersuchung und Charakterisierung organischer Substanzen 
angewandten Verfahren, wie die Bestimmungen des Schmelzpunktes, 
des Siedepunktes, der optischen Eigenschaften, des Molekulargewichtes, 
der Dichte usw. kénnen hier sémtlich nicht in diesem Sinne angewandt 
werden. 

Die Eiwei8kérper besitzen jedoch eine Eigenschaft, die uns sehr 
typisch fiir sie zu sein scheint, ihre Saure- und Basennatur. Wir besitzen 
auch eine Methode, diese Eigenschaft genau nach Grad und Ausmaf 
zu bestimmen. Die Messung von Saéuren- und Basenfunktionen ist 
Aufgabe der Azidimetrie. Wir haben fiir den vorliegenden Zweck die 
Azidimetrie in eine neue Form gebracht, die fiir ihre Anwendung auf 
EiweiBkérper und deren Spaltungsprodukte geeignet ist'. Wir haben 
die Untersuchung von EiweiBkérpern nach diesem Verfahren in Angriff 
genommen. Dabei haben wir vor allem auch das Ziel im Auge gehabt, 
eine Méglichkeit zur analytischen Differenzierung der EiweiBarten zu 
gewinnen. Wenn die erreichten Fortschritte in dieser Richtung auch 
noch nicht sehr erheblich sind, so glauben wir doch, daB ein Teil unserer 
Befunde einen Beitrag zur Aufklarung der Struktur des EiweiBmolekiils 
liefern kann. 

I. Methode und Arbeitsweise. 

Beziiglich eingehenderer Darstellung des Verfahrens sei auf die Original- 
arbeit verwiesen. Hier sollen nur die Grundziige kurz angegeben werden. 
= Es handelt sich hier immer um Titrationen in verdiinnter, wasseriger 
Lésung. Bei Titrationen in stark sauren oder alkalischen Stufen wird der 
Titerverbrauch in zwei Teile zerlegt, in die ,,freie“ und die ,,gebundene“ 
Titermenge. Die freie Titermenge s ist diejenige, welche die jeweils in der 
Lésung vorhandene Konzentration an H’ bzw. OH’ liefert. Die gebundene 
Titermenge r ist diejenige, die sich tatséchlich jeweils mit der zu titrierenden 
Substanz umgesetzt hat. Division der gebundenen Titermenge durch die 
Menge G der zu titrierenden Substanz, beides in Molen ausgedriickt, liefert 
das ,,molare Bindungsvermégen“ r/G und wird mit # bezeichnet. Auf- 
tragung von # gegen py liefert die #-Kurve. 

3 ist abhangig von den Séuren- und Basen-Dissoziationskonstanten 
(besser ,,Spaltungskonstanten“, a.a.O.) der zu untersuchenden Substanz 


1 Paul Hirsch, Neue Méglichkeiten der Azidimetrie, besonders zur 
Anwendung auf EiweiSkérper und deren Spaltungsprodukte, Dissertation 
Frankfurt a. M. 1923, sowie diese Zeitschr. 147, 433, 1924. 

Von einer kritischen Besprechung der anderen, gleichzeitig oder spater 
erschienenen Arbeiten, die in ahnlicher Richtung einen Ausbau der Azidi- 
metrie anstreben, wird im Rahmen dieser Arbeit abgesehen. Hervorgehoben 
sei nur, daB ein Teil der in der zitierten Arbeit entwickelten Gesichtspunkte 
in ahnlicher Weise gleichzeitig auch von L. J. Harris, Proc. Roy. Soc. 9%, 
440 und 500, 1923, bearbeitet worden ist. 
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und von pg. Grundlegend fiir das Verfahren ist der Umstand, daB fiir ein 
bestimmte Substanz fiir ein bestimmtes pg auch # eindeutig festgelegt ist, 
unabhingig von der Menge der zu untersuchenden Substanz und von 
Volumen der Lésung. Es wird gezeigt, in welcher Weise diese Funktion 3% 
durch die Dissoziations- (bzw. Spaltungs-) Konstanten irgend einer Substanz 
bestimmt wird. Jede Kombination von sauren und basischen Gruppen in 
einem Molekiil liefert eine ganz bestimmte, eindeutig festgelegte und fiir 
die betreffende Kombination charakteristische 9-Kurve. Diese ihrerseit» 
liefert ein vollstandiges Bild von dem azidimetrischen Verhalten der be- 
treffenden Substanz. Wir kénnen aus ihr entnehmen, wie groB der Titer- 
verbrauch der Substanz fiir irgend eine Titrationsstrecke sein wird, d. h. ftir 
die Titration von irgend einem Anfangs- auf irgend ein End-py. 

Das gleiche gilt auch fiir Gemische von Substanzen mit sauren und 
basischen Eigenschaften, Gemische von ,,Azidolyten‘. Einem Gemische 
von bestimmter Zusammensetzung kommt ebenfalls eine ganz bestimmte 
#-Kurve zu, die sich additiv aus den Kurven der einzelnen Bestandteile 
zusammensetzt. 

Die durch die Kurve in vollstaéndiger Weise dargestellte ,,Azidolyt- 
natur“’ einer Substanz ist charakteristisch nach Grad und AusmaB, d. h. 
nach Starke der vorhandenen sauren und basischen Wirksamkeiten und 
nach ihrer Menge. 

Wir haben versucht, die @-Kurven zur Charakterisierung der 
EiweiBarten heranzuziehen und sie zum Studium von Veranderungen 
zu benutzen, denen das EiweiSmolekiil unterliegt. Die @-Kurven 
geben, ohne da8 irgend ein tieferer Eingriff in das Molekiil vorgenommen 
zu werden braucht, einerseits AufschluB itiber die Menge der sauren und 
basischen Gruppen; andererseits lassen sie auch die Starke der sauren 
und basischen Wirksamkeiten erkennen, dié abhangig ist von der 
chemischen Natur der betreffenden Atomgruppen, also von ihrer 
Konstitution. 

Wir haben als besonders typisch fiir die EiweiBkérper ihre Saure- 
Basennatur angesprochen und daraufhin eine azidimetrische Methode 
herangezogen. Ein Teil der EiweiBforscher wird dies bedenklich finden, 
denn die Meinungen dariiber sind ja -geteilt, ob die Aufnahme von 
Saure und Alkali durch Eiwei8kérper als Salzbildung oder als Adsorption 
aufzufassen ist. Wir neigen zu der Anschauung, daB es sich dabei um 
Salzbildungen handelt, wollen jedoch hier nicht naher auf diese viel 
diskutierte Frage eingehen. Wir kénnen aber die Bedenken derjenigen, 
die auf dem gegenteiligen Standpunkt stehen, zerstreuen und aus- 
sprechen, daB unser Verfahren gar nicht davon abhangig ist, ob wirklich 
die Salzbildung stattfindet oder nicht. Um die Berechtigung der 
Anwendung unseres Verfahrens in irgend einem Falle darzutun, geniigt 
es, zu zeigen, daB wirklich bestimmte #-Werte existieren. D.h. wenn 
fiir irgend einen Zustand irgend eines EiweiBkérpers bei einem be- 
stimmten pa pro Aquivalent Stickstoff stets eine bestimmte Menge 
Alkali oder Saure gebunden wird, unabhangig von der Verdiinnung 
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ind unabhingig davon, ob dieses py von der saureren oder von der 
alkalischeren Seite her erreicht worden ist, ist die Anwendbarkeit 
unseres Verfahrens gegeben. 


Man kann beim EiweiB8 die gebundene Titermenge nicht auf ein Mol 
der Substanz beziehen. Wir beziehen hier die gebundene Titermenge aut 
den Stickstoffgehalt und definieren # als die pro Aquivalent Stickstoff ge 
bundene Titermenge. Weiterhin legen wir hier die &-Kurven so, daB sie 
bei pa = 7,0 den Wert # = 0 durchlaufen. 

Alle hier mitgeteilten Untersuchungen wurden an Ejiereiwei8 und an 
Gliadin ausgefiihrt. Wir gebrauchen hier die Bezeichnung EiereiweiB det 
Kiirze halber fiir die Gesamtheit der wasserléslichen Proteine des WeiBen 
aus dem Hiihnerei. Fiir unsere Zwecke war es naémlich nicht wesentlich, 
ob wir einen einheitlichen Eiwei8kérper oder ein Gemisch von solchen der 
Untersuchung unterzogen, wenn dieses nur ein Gemisch von bestimmter, 
immer gleichbleibender Zusammensetzung war. Deswegen und auch noch 
aus anderen praktischen Gesichtspunkten konnten wir uns die Reindar- 
stellung des eigentlichen Ovalbumins ersparen. Die Herstellung der Aus- 
gangslésungen geschah nach der folgenden Vorschrift: Vier Eier werden 
zerschlagen und das WeiBe vom Eigelb getrennt. Dann wird das WeiBe 
mit 200 bis 300 cem Wasser vermischt und eine Zeitlang umgeriihrt. Dadurch 
werden die Keratinhaéutchen zerstért und flocken zusammen. Die Lésung 
wird zuerst durch ein vierfaches Filtriertuch und hiernach durch Filter- 
papier filtriert. Auf diese Weise bekommt man eine ziemlich klare Lésung. 
Diese wird auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und darin/ der Stickstoff 
nach Kjeldahl bestimmt. Fiir jede Versuchsreihe wurde eine frische Lésung 
hergestellt. 

Das Weizengliadin, das alkohollésliche Protein des Weizenmehiles, 
wurde durch Extraktion von Weizenmeh! mit 75°,igem Alkohol gewonnen. 
Die alkoholischen Mehlausziige wurden im allgemeinen in Anlehnung an 
das Verfahren von Osborne! bei 40°C im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz 
eingedampft und sodann auf ein mehrfaches Volumen feingeschabten Eises 
ausgegossen. Das sich sehr schén in Flocken ausscheidende Protein wurde 
nach AbgieBen des Eiswassers in der kleinstméglichen Menge 75 °,igen 
Alkohols wieder aufgelést und vielfach noch ein zweites Mal umgefallt. 

Die meisten Proteine sind nicht wasserléslich. Das einfachste 
Lésungsmittel fiir alle ist wisserige Alkalilauge. Wenn man daher 
ein méglichst allgemeines Verfahren zur Untersuchung von Eiweib- 
kérpern gewinnen will, ist es naheliegend, zu versuchen, wasserige 
Alkalilauge als Lésungsmittel zu verwenden. Wir konnten unsere 
Versuche so stets in wisseriger Lésung ausfiihren. 

Zur Gewinnung der #-Kurven ist eine Titration der betreffenden 
Lésung auf eine Reihe verschiedener py-Stufen auszufiihren. Diese Titra- 
tionen wurden zum Teil an der Gaskette vorgenommen, meistens jedoch 
mit Farbstoffindikatoren. In vielen Fallen, naimlich wenn es sich nur darum 
handelte, festzustellen, ob eine Veranderung im Eiwei8 vor sich gegangen 
war, oder wenn eine derartige Verinderung zeitlich verfolgt werden sollte, 


1 Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethoden. 
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geniigte es uns, mittels Indikatoren iiber eine bestimmte py-Strecke z 
titrieren. 

Durch eine Reihe von Versuchen wurden folgende Indikatoren un 
Sérensen-Puffer als geeignet zur Titration der Proteinlésungen befunden 





Stufe Indikator 

Citrat-Salzsaure ...... 3,2 Dimethylgelb * 

> ‘ es 4,0 Methylorange 
a eee ee 4,95 Methylrot 
Citrat-Natronlauge. . ' 5.8 - 

is . Danese. " 6,0 p-Dinitrophenol 
Phosphat. .. . ph 7,0 Phenolrot 
Borat-Salzsiure . . . . . 8,4 Phenolphthalein 
Borat-Natronlauge. . . . 9.5 Thymolphthalein 
Freie Natronlauge**. . ; 11.5 Tropaolin 0 

* Dimethylaminoazobenzol. ** 3,25ccm n NaOH pro Liter. 


Zur Ausfiihrung der Titrationen diente ein vierteiliges Titrierkoloriskop 
von der Form, wie es von Griinhut' beschrieben worden ist. In verschiedenen 
Versuchen wurde die Wasserstoffstufe von Gliadinlésungen, die gegen 
Pufferlésungen mit Indikatoren eingestellt war, an der Gaskette nach 
gepriift und gefunden, daB sie bei allen oben angefiihrten Wasserstoffstufen 
innerhalb héchstens + 0,05 in pg Ubereinstimmung mit den Gasketten 
werten zeigte, mit Ausnahme der Stufe 4. Hier ergaben Nachmessungen 
an der Gaskette bei allen angewandten Gliadin- und Neutralsalzkonzentra- 
tionen stets einen Wert von 3,75, mit Schwankungen von maximal + 0,1 
in py. Puffergernisch py = 4 entspricht also einer Wasserstoffstufe de 
Proteinlésung von pg 3,75. 

Die freie Saéure s wurde teils direkt durch*blinde Versuche bestimmt, 
teils berechnet nach der Forme!l 

Porc Pa 0,137, 
wo F(Hcy der negativ genommene Logarithmus der freien Saéure ist (bzw. 


P(xa0 H) Pou — 0,165 
fiir freie Lauge). Direkte Bestimmung und Rechnung zeigten gute Uber- 
einstimmung. 

Beim Arbeiten mit den natronalkalischen Proteinlésungen stieBen 
wir im Anfang auf groBe Schwierigkeiten. Die erhaltenen Werte fielen 
zunéchst sehr unregelmaéBig und schwankend aus. 

Es stellte sich heraus, daB besonders die Kohlens&éure einen stérenden 
EinfluB ausgeiibt hatte, der in dieser Starke nicht vorausgesehen war. 
Bei den ausgefiihrten Titrationen handelt es sich naimlich um _ kleine 
Titrationsbetrage bei Titrationsstrecken, in denen die Kohlenséure ebenfalls 
titriert wird. Kleine Betrage von Kohlens&éure muBten also schon Fehler 
bedingen, und da stets mit mehr oder weniger starker Natronlauge gearbeitet 
wurde, war, ohne Anwendung besonderer VorsichtsmaBregeln, stets die 
Gefahr einer Aufnahme von Kohlenséure vorhanden. Der Einflu8 der 


' Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 87. 304, 1919. 
2 A.a.O., S. 460. 
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Kohlenséure wurde dann so ausgeschaltet, da®B nach erfolgter Alkali- 
behandlung die EiweiBlésungen angeséuert und dann durch Kochen oder 
Evakuieren von Kohlenséure befreit wurden. Weiterhin wurde festgestellt. 
da® auch diejenige Sorte Jenenser Glas (Geriteglas Nr. 20), die besonders 
widerstandsfahig gegen Alkali sein soll, beim Erhitzen mit natronalkalischen 
Lésungen Kieselséure in Mengen an die Fliissigkeit abgab, die unsere Titra- 
tionen zu stéren imstande waren. Diese Fehlerquelle wurde dadurch aus 
geschaltet, daB das Erhitzen von Eiwei8 mit Alkali in eisernen GefaiBen 
ausgefiihrt wurde. Wir benutzten dazu GefiBe von der Gestalt der Erlen- 
meyerkolben von 400cem Inhalt. Zur Séurebehandlung muBte dann 
natiirlich stets in GlasgefaBe umgegossen werden. Wenn die natronalkali- 
schen Lésungen bei Zimmertemperatur in GefiBen aus Jenenser Geriate- 
glas Nr. 20 standen, trat, wie besonders festgestellt wurde, keine Beein- 
trachtigung unserer Titrationen durch aufgeléste Kieselsiure ein. 


Zuerst sei ein Versuch beschrieben, der den Nachweis eindeutig 
bestimmter, konzentrationsunabhangiger @-Werte erbringt und damit 
die Berechtigung unserer azidimetrischen Arbeitsweise dartut. 

Die Titrationen wurden bei diesem Versuch iiber die Titrationsstrecke 
Pu = 3,2 bis pq = 8,4 ausgefiihrt. Eine wie tiblich bereitete Lésung von 
EiereiweiB wurde mit so viel Natronlauge versetzt, daB deren Konzentration 
im Gesamtvolumen n/5 war. Die Lésung wurde im eisernen Erlenmeyer 
30 Minuten bei Zimmertemperatur stehenlassen und dann auf das drei 
fache Volumen mit destilliertem Wasser verdiinnt. In der so verdiinnten 
Lésung JaBt sich naimlich die Titration von 3,2 bis 8,4 und umgekehrt sehr 
gut ausfiihren; wenn auch im Laufe dieser Titrationen, auf'den zwischen- 
liegenden Punkten der Titrationsstrecke, eine Ausscheidung von Albumin 
stattfindet, ist doch an den Titrationsendpunkten die Lésung vollstindig klar. 

Die Lésung wurde schwach angesduert, auf etwa Stufe 3. Durch zwei- 
miniitiges Kochen kann man in derart schwach saurer Lésung die freie 
Kohlenséure austreiben. Aber weil beim Kochen eine Veréinderung des 
tiweiBes zu befiirchten ist, wurde dieser Weg verlassen. Versuche mit 
Leitungswasser ergaben, da8 die Kohlenséure sich auch durch halbstiindiges 
Absaugen mittels einer Saugpumpe vollstandig entfernen l4Bt. Wir wahlten 
diesen Weg. Der Sicherheit halber, um die Kohlenséure vollstandig aus 
der viskosen Eiwei®8natronlaugelésung zu entfernen, wurden die Lésungen 
2 Stunden lang an die Saugpumpe angeschlossen. 


Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl in der so vorbereiteten Lésung 
ergab 4,1 Millimol N in 100ccm. Mit dieser Lésung, die also etwa 
Stufe 3 hatte, wurden jetzt die folgenden Titrationen ausgefiihrt. 


1. 20cem Lésung wurden mit Dimethylgelb versetzt und mittels 
n/l10 NaOH auf Stufe 3,2 eingestellt. Dann wurde mit n/10 NaOH 
”» 


auf Stufe 8,4 titriert und mit n/10 HCl wieder zuriick auf Stufe 3,2. 
Die erhaltenen Zahlen zeigt die folgende Ubersicht. 





Pu t v 8 r a Mittel fur +? 


3,2 —> 8,4 1,95 21,0 0,18 1,77 0216 | go02 
8.4» 32 2.10 25,0 0.21 1.89 0.230 | me. 
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t bedeutet den Gesamttiterverbrauch, s die freie Sure bei Stufe 3,2 
und r die gebundene Titermenge, alles in Kubikzentimetern n/10; unte: 
pu ist die Titrationsstrecke und unter v das Volumen der Lésung be: 
Stufe 3,2 in Kubikzentimetern angegeben. @ ist wie iiblich berechnet 
durch Division von r, jetzt in Kubikzentimetern n/l, durch die an 
gewandten Millimole Stickstoff, in diesem Falle 0,82. 

2. 40cem der gleichen Lésung, 1,64 Millimol N  enthaltend 
wurden auf gleiche Weise titriert. Die Ergebnisse sind wie oben an 
gegeben. 





Pu t v 8 r ao Mittel fiir > 
32—> 84 4,00 42.0 0,36 3,64 0,222 0.298 
8.4 —» 3.2 4.15 50,0 0,42 3,73 0,228 ~ 


3. Die Lésung wurde mit destilliertem Wasser auf das doppelte 
Volumen verdiinnt. 60ccm der verdiinnten Lésung, 1,23 Millimol N 
enthaltend, wurden wie oben titriert. AuBerdem wurde nach der 
zweiten Einstellung auf 3,2 nochmals auf Stufe 8,4 zuriicktitriert. 





Pu t v 8 r oe Mittel fiir :7 
3.2 —> 8.4 3,25 61,0 0,52 2.73 0,222 } 0) 997 
8.4 —» 3.2 3,44 68.0 0,58 2.86 (),232 _ 
3,2» 84 3,45 68,0 0,58 2.87 0,233 


Aus diesem Versuch ist zunichst einmal zu ersehen, daB bei der 
Titrationsstrecke 3,2 > 8,4 wohldefinierte und gut meBbare Titrations- 
betrage verbraucht werden. Bei der hin- und riicklaufigen Titration 
ergibt sich befriedigende Ubereinstimmung. Es muB jeweils die GriBe r 
betrachtet werden. Die noch vorhandenen Abweichungen zwischen 
Hin- und Riicktitrationen erklaren sich jedenfalls aus Ungenauigkeiten 
der Einstellung auf Stufe 3,2. Dies geht deutlich auch aus dem letzten 
Versuch hervor, bei dem nach der Titration 8,4 — 3,2 nochmals auf 
8,4 zuriicktitriert und auf diesen beiden Titrationswegen eine sehr 
gute Ubereinstimmung gefunden wurde. Die letztgenannten beiden 
Titrationen enthalten naémlich nur eine einmalige Einstellung auf 
Stufe 3,2 und eine zweimalige auf Stufe 8,4. Die Einstellung auf Stufe 8,4 
ist mit erheblich gréBerer Genauigkeit méglich, als die auf Stufe 3,2. 
Die tibrigen hin- und riicklaufigen Titrationen enthalten simtlich zwei 
Einstellungen auf Stufe 3,2. 

Der Versuch zeigt also, daB auf einer bestimmten Titrationsstrecke 
ein ganz bestimmter Titrationsbetrag r gefunden wird, unabhiangig 


1 Siehe 8. 220; 100cem Lésung enthalten bei Stufe 3,2: 0,085 cem 
n freie Salzséure. 
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von der Richtung der Titration. Die gemittelten @-Werte fir die beiden 
verschiedenen Verdiinnungen zeigen gute Ubereinstimmung.  Fiir 
eine bestimmte Titrationsstrecke erhalt man demnach einen eindeutig 
bestimmten, von der Eiweibkonzentration unabhangigen Wert fiir @ 
Wie oben erlautert, ist damit die Berechtigung der Anwendung unseres 
azidimetrischen Verfahrens erwiesen. 


Il. Die Wirkung von Natronlauge auf Protein. 


Aus einer groBen Anzahl von Versuchen in alkalischen Lésungen 
und nachdem verschiedene stérende Faktoren, die zunachst die Resultate 
verschleiert hatten, ausgeschaltet waren, schalte sich besonders eine 
Erscheinung heraus: die auBerordentliche Empfindlichkeit und 
Reaktionsfahigkeit von EiweiB gegen wasseriges Alkali. Wir haben 
die Erscheinung einer naheren Untersuchung unterzogen, indem wir 
EiweiBlésungen, die auf verschiedene Weise mit Natronlauge ver- 
schiedener Konzentration behandelt worden waren, der Titration unter- 


warfen. 
a) Versuche mit EHiereiweif. 

Wir teiler nun eine Versuchsreihe mit, bei der EiereiweiB nach 
verschieden langer Beriihrungszeit mit NaOH verschiedener Starke 
wie oben der Titration iiber die Strecke 3,2 bis 8,4 unterworfen wurde. 
Es wurde n/25, n/5 und n Natronlauge zur Einwirkung ‘auf das Eier- 
eiweiB gebracht. 

Zu diesem Zwecke wurden je 50cem einer wie oben angegeben 
bereiteten EjereiweiBlésung mit so viel starkerer Lauge und Wasser versetzt, 
daB die gewiinschte Laugenkonzentration entstand. Das diese Mischung 
enthaltende GefiB wurde gut verschlossen in ein auf 18° temperiertes 
Wasserbad gestellt, um die Temperatur waihrend der Versuchsdauer konstant 
zu halten. Nach verschiedenen Zeitintervallen wurden Proben der Mischung 
herausgenommen und sofort in ein Gefé8 gebracht, das eine bestimmte 
Menge n HCl enthielt, um die Lauge plétzlich abzustumpfen. Die hierbei 
angewandte Séuremenge war durch Vorversuche so gewahlit, daB ein py 
von 3 bis 3,2 resultierte. Darauf wurden die Proben in einen Vakuum- 
exsikkator gestellt und die Kohlenséure durch zweistiindiges Absaugen 
entfernt. Um die Ausflockung des EiweiBes waihrend der Titration zu ver- 
hindern, wurden die Proben zuerst noch mit Wasser verdiinnt. Bei jenen 
Proben, die mit n Natronlauge angesetzt waren, war hierbei eine starkere 
Verdiinnung erforderlich als bei den iibrigen. Es wurden bei den Versuchen 
iiber die Einwirkung von n/25 und n/5 Natronlauge je 50cem der 
EiweiBnatronlaugemischung, bei den Versuchen iiber die Einwirkung von 
n Natronlauge je 25 cem Mischung angewandt und sémtliche Proben vor der 
Titration mit Wasser auf 75 ccm verdiinnt. Die Proben wurden hierauf 
mittels n/10 NaOH bzw. n/10 HCl auf Stufe 3,2 gestellt und anschlieBend 
auf Stufe 8,4 titriert. 

Vor den Eiwei8versuchen wurde erst noch eine Reihe von blinden 
Versuchen ausgefiihrt, bei denen Natronlauge-Wassermischungen ohne 
EiweiB, sonst aber von der gleichen Zusammensetzung wie bei den Haupt- 
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versuchen, auf genau die gleiche Weise behandelt und titriert wurden wi 
nachher die EiweiB-Natronlaugemischungen, Diese Versuche ergaber 
daB Kohlenséure, sowie etwa vom Glas herriihrende Kieselséure, bei de 
angewandten Versuchsanordnung keinerlei Einflu8 ausiibten. 


* 


Es kamen drei verschiedene EiweiBlésungen, a, b und c, zur An 
wendung. AuBer den Proben mit n/25, n/5 und n NaOH wurde 
von diesen Lésungen jeweils eine Probe ohne NaOH angesetzt und 
ganz entsprechend wie die anderen Proben behandelt und _titriert 
Die nach den verschiedenen Zeiten erhaltenen Werte fiir @ sind in den 
folgenden Tabellen zusammengestellt . 





Tabelle I. 
#-Werte fiir die Proben ohne NaOH. 
Lésung : a b c 

Stickstoffgehalt im 1. 2. 

Titrationsvolum. in Millimol : 1,113 1,500 1,500 1,508 

Titration nach 

5 Minuten ae ini 0,051 0,071 0,076 0,108 
30 % ; ; 0,062 0,075 0,076 
EN ee 0,056 0,071 0,076 
‘s or 0,049 0,071 0,076 

24 7 : , : 0,048 0.086 0,090 0,116 


48 ‘ i % ; 0,051 


Tabelle Il. 
3-Werte fiir die Proben in n/25 NaOH. 








Lésung : a “b re 
Stickstoffgehalt im 1. 2. 
Titrationsvolum. in Millimol : 1,113 1,500 1,500 1,508 
Titration nach 
b "ree 0,092 0,098 0,100 0,124 
30 a i omen 6 0,146 0,105 0,118 0,149 
eee 0,204 0,160 0,163 0,134 
4 3 Rt begat <<" 0,245 0,128 0,115 0,134 
24 Ss ‘~* 0,260 0,183 0,158 0,268 
Tabelle Ill. 
#-Werte fiir die Proben in n/5 NaOH. 
Lésung: a b c 
Stickstoffgehalt im 1 2. 
Titrationsvolum. in Millimol : 1,113 1,500 1,500 1,508 
Titration nach 
| a ae 0,281 0,298 0,278 — 
30 mn @ od eaky aria 0,385 0,302 0,338 0,325 
2 Stunden ..... 0,340 0,365 — 0,469 
4 ‘. ene ee 0,373 0,367 0,353 0,310 
24 pi Pe 0,263 0,272 0,284 0,257 0,260 


Oi. peal 0.288 mt vate 























225 


Verhalten von Proteinen gegen Lauge usw. 


Tabelle IV. 
&-Werte fiir die Proben in n NaOH. 








Lésung 4 b c 
" Stickstofigehalt im | i Basess fis 
Titrationsvolum. in Millimol : 0,556 0,750 0,754 
Titration nach 
5 iets sw wt 0,395 0,247 
: " ee ed 0,364 0,363 0,877 
a ns ta 0,508 0,350 0.460 
4 _ nes “ea 0,229 _- 0,344 
24 m rh he eee 0,319 0,395 - 0,371 0,328 


In den Versuchen der Tabelle I, bei denen keine Natronlauge auf 
das Eiweib eingewirkt hatte, ergaben sich fiir @ kleine Werte. Sie 
blieben wahrend der Versuchszeit innerhalb der Fehlergrenzen ziemlich 
unverandert ; die Verinderung von 0,051 auf 0,062 bei der ersten Lésung 
z. B. entspricht namlich nur einem Unterschied im Titerverbrauch von 
0,57 auf 0,69 ccm n/10. 

Besonders auffallend ist die durch die Lauge hervorgerufene Ver- 
inderung der @-Werte. Man beobachtet iiberall bei den Versuchen 
mit Natronlauge einen starken Anstieg der @-Werte, der um so rascher 
verlauft, je starker die zur Einwirkung kommende Lauge ist. Bei 
Zimmertemperatur verandert das EiweiB in n/25 Natronlauge seinen 
#-Wert nach 24 Stunden auf etwa das Zwei- bis Dreifache. Bei n/5 
und n Natronlauge geniigen schon 5 Minuten, um @ auf das Mehrfache 
des urspriinigichen Betrages zu vergréBern. Diese Erhéhung von @ 
kann nicht gedeutet werden durch die Annahme, daB NaOH aus, der 
starken Lauge durch das unverinderte Eiweif adsorbiert und erst 
bei der Titration auf saure Stufen wieder abgegeben wiirde. Die nach 
der Natronlaugeeinwirkung gefundenen §-Betrige wurden nimlich 
durch Titration von der sauren Stufe 3,2 auf die ganz schwach alkalische 
Stufe 8,4 gewonnen, nachdem die Lésungen zuerst auf Stufe 3,2 von 
Kohlensaure befreit worden waren. AuBerdem sind die Betrige glatt 
hin und zuriick titrierbar. Diese Tatsachen lassen sich mit obiger 
Annahme nicht in Einklang bringen. Es miissen also konstitutive 
Veranderungen des EiweiBmolekiils unter der Einwirkung der Natron- 
lauge stattgefunden haben, die mit dem Freiwerden von sauren oder 
basischen Gruppen, welche befahigt sind, HCl oder NaOH zu binden, 
einhergehen. Die Natronlavge muB in einer sehr rasch verlaufenden 
Reaktion eine chemische Verinderung im Eiwei8 bewirkt haben. Es 
liegt durchaus das fiir chemische Reaktionen charakteristische Bild 
vor: zundchst rascher Ablauf der Verainderungen und allmahlich fort- 
schreitendes Langsamerwerden des Vorganges. Die oben angefiihrten 
Versuche miissen kinetisch aufgefaBt werden: die in mehr oder weniger 
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raschem Ablauf befindliche Reaktion wurde nach verschiedenen Zeit 
punkten unterbrochen durch plétzliche Entfernung des einen Reaktions 
teilnehmers, der Natronlauge (Neutralisation). 


Unter den angewandten Versuchsbedingungen gelang es uns noc! 
nicht, den Reaktionsablauf befriedigend gleichmaBig zu _ gestalten 
Die #-Werte innerhalb eines Versuches mit einer Lésung veranderten 
sich nicht ganz regelmaBig; sich beziiglich NaOH-Konzentration und 
Zeitdauer entsprechende Versuche stimmten schlecht iiberein, auch bei 
fast gleicher Konzentration der EiweiBlésung (b und c); besonders bei 
zu verschiedenen Zeiten von verschiedenen Beobachtern ausgefiihrten 
Versuchen (z. B. 8. 221/222 und 224, Tabelle III) war das der Fall, selbst 
parallele Versuche mit der gleichen Lésung stimmten nicht gut tiberein. 
Diese UnregelmaBigkeiten sind jedenfalls nicht zuriickzufiihren auf 
Unbestimmtheit der @-Werte der entstandenen Reaktionsprodukte, 
wahrscheinlich aber auf UnregelmaBigkeiten im Reaktionsablauf. Es 
ware dies nicht das erste Beispiel einer chemischen Reaktion, die unter 
moglichst gleichgehaltenen Bedingungen dennoch unregelmaBig verlauft. 
So ist es S. W. Young! nicht gelungen, die Oxydation von Zinnchloriir 
durch elementaren Sauerstoff, die doch gewi8 eine wohl definierte 
chemische Reaktion darstellt, gleichmaBig zu leiten. Er erkannte 
schlieBlich, daB er es mit einer gegen katalytische Einfliisse auBerst 
sensiblen Reaktion zu tun hatte. DaB sich eine Reaktion nicht gleich- 
maBig dirigieren ]aBt, besagt eben nur, daB man die wirklich mab- 
geblichen Bedingungen noch nicht sémtlich erkannt und festgelegt 
hat. In unserem Falle ware so noch zu priifen, ob vielleicht Licht- 
wirkung, enzymatis:he oder sonstige katalytische Einfliisse vorliegen. 
Unerklart ist auch noch der in den starkeren Lavgen nach langerer 
Zeit beobachtete Riickgang der @-Werte. 

Weiterhin wurde n/2 Natronlavge verschiedene Zeiten lang bei 
Siedetemperatur zur Einwirkung auf EiweiB gebracht. Je 25 ccm 
EiweiBlésung, die 6,25 Millimol Stickstoff enthielten, wurden im 
eisernen Kolben mit 75 ccm Wasser und 100ccm n Natronlauge 
versetzt, so daB also eine Natronlat gekonzentration von n/2 entstand. 
Diese Mischung wurde im siedenden Wasserbad einmal 2, einmal 4 und 
einmal 8 Stunden lang erhitzt. Zur Vertreibung der Kohlensiure 
wurden bei diesen Versuchen (Erlitzen in n/2 NaOH) die Lésungen 
auf der sauren Stufe (etwa 3,2) aufgekocht. Sodann wurde wie seither 
die Titration von 3,2 auf 8,4 aurgefiihrt. Es ergab sich: 

nach 2 Stunden # = 0,372 
» .€ - d = 0,379 
ao 9 ” od = 0,376 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 28, 119, 1901. 
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Die erhaltenen Werte stimmen innerhalb der Fehlergrenzen fiir 
die verschiedenen Zeiten tiberein. Hieraus ist zu schlieben, daB die 
Einwirkung der n/2 Natronlavge bei etwa zweistiindigem Erhitzen zu 
einem gewissen Stillstand gekommen ist. Unter diesen Bedingungen 
kann von einem vollstandigen Abbau des EiweiBes zu Aminosiuren 
nicht die Rede sein. Es ist hier also ein gewisser Haltepunkt, ein 
stabileres Zwischenstadium der Hydrolyse erreicht. Die gute Uber- 
einstimmung der Werte deutet darauf hin, daB dieses Zwischenstadium, 
wohl wegen seiner Stabilitat, leichter faBbar ist als die bei den oben 
beschriebenen Versuchen nach gelinder Alkalieinwirkung erreichten 
Zustande. 

Im folgenden Versuch wurde gepriift, ob die nach zweistiindiger 
Hydrolyse mit n/2 Natronlavge erreichten @-Werte von der Kon- 
zentration der angewandten Eiweiblésung abhangig sind. Bei diesem 
Versuch seien die Einzelheiten etwas genauer angegeben, um zu zeigen, 
daB sich hier gut definierte Werte ergeben haben. 


Es wurden drei Lésungen von Eiereiwei8 in je 200cem n/2 NaOH 
hergestellt, von denen 
die erste, a, 12,5 Millimol Stickstoff, 
» Zweite, b, 6,25 * ” 


» adritte, c, 2,5 o» ” 


enthielt. Die drei Lésungen wurden im eisernen Topf 1 Stunde lang im 
siedenden Wasserbad erhitzt und sodann wieder auf 200 ccm aufgefiillt. 
Lésung a war dann stark gelb gefiirbt und schied eine kleine Menge Nieder- 
schlag aus, der mittitriert wurde. Lésung b war auch gelb gefarbt. Die 
Lésungen wurden zur ‘liitration so stark verdiinnt, da8 sie wasserklar wurden 
und so eine gute Farbeinstellung erméglichten. Nach Neutralisation der 
Natronlauge und Zugabe eines geringen Séureiiberschusses wurden die 
Lésungen zur Vertreibung der Kohlenséure kurz aufgekocht, dann gekiihlt 
und die Indikatoren fiir die Stufen 3,2 und 8,4 zugegeben. Sodann wurde 
mittels n/20 Titerlésungen auf 3,2 eingestellt, auf 8,4 titriert und nochmals 
zuriick auf 3,2 titriert. Folgende Werte wurden erhalten: 


Lésung a: 200ccm Lésung enthielten 12,5 Millimol N. Angewandte 

Menge Hydrolysenfliissigkeit 25 cem = 1,56 Millimol N. 
Es wurden verbraucht bei der Titretion 
3,2—> 8,4: 14,95 ccm n/20 NaOH 


15,0 cem n/20 
8,4—> 3,2: 15,00 ,, n/20 HCl Pn ay 


Bei Stufe 3,2 war das Volumen der Lésung 180 ccm, 


also die freie Séure s*: 3,l ccm n/20, 
somit gebundene Sdéure r: 11,9 cem n/20 
und & = 0,382. 


6 


* §S. auch §S. 222. 


15* 
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Lésung 6: 200cem Lésung enthielten 6,25 Millimol N. Angewandte 
Menge Hydrolysenfliissigkeit 5¢ com = 1,56 Millimol N. 
Es wurden verbraucht bei der Titration 
3,2 —> 8,4: 13,95ccem n/20 NaOH 
8,4 —> 3,2: 14,00 ,, n/20 HCl 


Bei Stufe 3,2 war das Volumen der Lésung 140 ccm, 


14,0 cem n/20 


also die freie Séure s: 2,4ccm n/20, 
somit gebundene Saéure r: 11,6 ccm n/20 
und # = 0,372. 
Lésung c: 200cem Lésung enthielten 2,5 Millimol N. Angewandte 
Menge Hydrolysenfliissigkeit 100 cem = 1,25 Millimol N. 
Es wurden verbraucht bei der Titration 
3,2 —> 8,4: 12,15 cem n/20 NaOH 
8,4 —> 3,2: 12,15 ,, n/20HCI 


Bei Stufe 3,2 war das Volumen der Lésung 165 ccm, 


12,15 ccm n/20 


also die freie Saéure s: 2,8 ccm n/20, 
somit gebundene Séure r: 9,35 cem n/20 
und #& = 0,374. 


Die #-Werte zeigen also, obwohl die EiweiSkonzentration von 
12,5 bis 2,5 Millimol variiert wurde, befriedigende Ubereinstimmung. 
Man kann hieraus entnehmen, daB unter diesen Bedingungen der Grad 
der Hydrolyse von der EiweiSkonzentration unabhangig ist. 





b) Versuche mit Gliadin. 


Auch an Weizengliadin wurden Versuche tiber die Einwirkung der 
Natronlauge angestellt. Das Gliadin lag in alkoholischer Lésung vor. 
Um es ir, eine wasserige, alkoholfreie, alkalische Lésung zu bringen, 
wire es nétig gewesen, das Gliadin durch Ausflocken vom Alkohol zu 
befreien und dann in wiasseriger NaOH wieder aufzulésen. Es schien 
uns jedoch vorteilhafter, das Gliadin mit seinem Lésungsalkohol in 
die zum Lésen bestimmte Laugenmenge einzugieBen. 

Um zu priifen, ob Alkohol von Einflu8 auf die Titerbindefahigkeit 
des Gliadins ist, wurden zunidchst die folgenden Versuche angestellt. Es 
wurde je % Millimol Weizengliadin ausgefalit, in je 20ccm n/10 NaOH 
verschiedenen Alkoholgehaltes gelést und nach bestimmten Zeiten mittels 
Phenolphthalein und Methylrot von Stufe 8,4 auf Stufe 4,95 titriert. Die 
héchste dabei angewandte Alkoholkonzentration iiberschritt weit die bei 
den spaéteren Versuchen auftretenden Alkoholkonzentrationen. Die nach- 
stehende Tabelle zeigt, daB ein EinfluB dieser Alkoholmengen auf die GréBe 
der #-Werte unter den angewandten Bedingungen nicht zu beobachten ist. 





Zur Titration verbrauchte com n/50 HCI bei 





Zeit 
3 °%9 Alkohol | 10% Alkobol | 20/9 Alkohol 


5 Minuten. . 3,30 3,30 3,15 
2 Stunden. . 3,75 3,65 3,75 
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Beim Neutralisieren alkalischer Gliadinlésungen tritt eine Ausflockung 
des Proteins ein. Beim Titrieren einer alkalischen Gliadinlésung iiber den 
Neutralpunkt hinweg in saure Stufen findet zundchst diese Ausflockung 
ebenfalls statt; unter giinstigen Umstanden wird jedoch in der sauren 
Stufe die Lésung wieder vollsténdig klar. Das gleiche gilt fiir die um- 
gekehrte Titration von sauren in alkalische Stufen. Es war beobachtet 
worden, da8 Salzzusitze zur Lésung den Eintritt dieser Ausflockung beein- 
flussen. Es wurde deshalb auch festgestellt, ob ein Neutralsalzzusatz auf 
die &-Werte einen Einflu8 ausiibt. Zwei Portionen Weizengliadin mit je 
4, Millimol N wurden in je 20cem n/10 NaOH gelést und einmal ohne 
Kochsalz, das andere Mal mit so viel Kochsalz, als bei der Neutralisation 
von 20cem n/10 NaOH entstehen, nach bestimmten Zeiten von 8,4 auf 
4,95 titriert. Stufe 4,95 liegt innerhalb der in beiden Fallen verschiedenen 
Flockungszone des Gliadins. Eine die Titrationsfehler iiberschreitende 
Anderung der Saureverbrauchszahlen durch den Kochsalzzusatz fand 
nicht statt. 





Zur Titration verbrauchte 


Zeit com 0/50 HCl 
| ohne NaCl mit NaCl 
5 Minuten. ..... 8,75 3,80 
10 - og ee: eis 4,25 4,15 
20 - Dae SK sa 4.40 4,50 
SO 5,20 5.35 
8 See 8,30 8,20 


Aus den beiden Versuchen ist somit ersichtlich, daB maBige Alkohol- 
und Salzkonzentrationen ohne EinfluB auf das Titerbindevermégen 
des Gliadins sind. Schon aus diesen Vorversuchen ist zu ersehen, daB 
beim Gliadin, wenn auch in viel geringerem MaBe als beim Albumin, 
ebenfalls eine zeitliche Verainderung der @-Werte durch die Einwirkung 
der Natronlauge stattfindet. 

Wir teilen nun weitere Versuche mit, die diese Erscheinung ein- 
gehender beleuchten. Gliadinproben, die verschieden lange in Natron- 
lauge verschiedener Starke gelést waren, wurden der Stufentitration 
mittels Indikatoren unterworfen. Die Proteinkonzentration wurde 
hierbei stets so gewahlt, daB 20 cem der Lésung ein Millimol Stickstoff 
enthielten. Nach bestimmten Zeiten wurden die Proben zunachst 
mittels Methylrot auf pa = 4,95 eingestellt und %, Stunde lang im 
siedenden Wasserbad erhitzt. Hierdurch wurde die Kohlenséure aus- 
getrieben. Zur Auflésung der bei dieser Behandlung entstandenen 
Flocken wurde sodann rasch mittels Thymolphthalein auf pg = 9,5 
eingestellt und nunmehr auf verschiedene Stufen zuriicktitriert'. Wir 
geben hier nur die fiir die Titrationsstrecke 9,5 —> 3,75 erhaltenen 
#-Werte an. 
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D-Werte nach der Einwirkung 


Konzentration 
der NaOH 15 Minuten bei 10 Tage bei 6 Stunden bei 
Zimmertemperatur Zimmertemperatur Siedetemperatur 

0,10 0,034 0,335 0,385 
0,25 0,070 0,450 - 
0,50 0,085 0,590 0,500 
1,00 0,165 0,530 0,610 
1.50 0.140 0,560 0,650 


Zum Zwecke des Vergleichs mit den am Albumin erhaltenen Werten 
seien auch noch fiir die Titrationsstrecke 8,4 —» 3,75 die Werte fiir 
l5miniitige Einwirkung bei Zimmertemperatur angegeben: 





Konzentration 9 Konzentration 9 
der NaOH ; der NaOH : 
0,10 0,028 1.0 0,105 
0,25 0,050 1.5 0,090 
0,50 0,060 


Die erhaltenen Werte zeigen auch beim Gliadin sehr deutlich durch 
Einwirkung der Natronlauge bewirkte Veranderungen. Die @-Werte 
weisen mit steigender Intensitat der Natronlaugeeinwirkung ein ziemlich 
regelmaBiges Ansteigen auf, was sowohl in den Langs-, als auch in den 
Querreihen der vorigen Tabelle zum Ausdruck kommt. Der Vergleich 
der am Gliadin erhaltenen Werte mit den am Albumin erhaltenen 
liefert zwei besonders interessante Feststellungen. Einmal werden die 
beim Gliedin nach lingerer Natronlaygeeinwirkung erreichten Werte 
betrachtlith héher als die beim Albumin erhaltenen. AuBerdem aber 
ergibt sich, daB das Albumin viel rascher angegriffen wird als das 
Gliadin. Wahrend z. B. Albumin in n/5 NaOH nach 5 Minuten den 
#-Wert von etwa 0,28 und nach 30 Minuten den #-Wert von 0,35 
erreicht, zeigt das Gliadin in n/4 NaOH nach 15 Minuten erst den 
Wert 0,07. 

Ill. 9-Kurven. 

Erst nach der Erkennung der Wirkung des Alkalis auf das EiweiB 
konnte mit Erfolg zur Aufstellung von #-Kurven fiir die EiweiBkérper 
geschritten werden. Zuniachst sollen die #-Kurven von unverandertem 
EiereiweiB und unverindertem Gliadin aufgestellt werden. 


a) Etereiweif. 


Die unveranderte AusgangseiereiweiBlésung wurde mittels Indika- 
toren auf verschiedene Wasserstoffstufen titriert. Die so zuniachst 
erhaltenen #-Werte sind in der unten folgenden Tabelle unter @' auf- 
gefiihrt. Hierbei ergab sich auch fiir den Neutralpunkt ps = 7,0 ein 
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#-Wert. Wir legen jedoch zur Vereinheitlichung die @-Kurven so, 
daB sie bei pa = 7,0 den Wert @= 0 annehmen. Dies geschieht bei 
Versuch 1 durch Addition von 0,010 zu samtlichen #-Werten, bei 
Versuch 2 durch Addition von 0,006, was eine Parallelverschiebung der 
@-Kurve in der Richtung der #-Achse bedingt. Die korrigierten Werte 
sind unter @ angegeben. Die Abweichungen zwischen den beiden Ver- 
suchen sind unerheblich und fallen in die Grenzen der Versuchsfehler. 





Versuch 1 Versuch 2 
Stufe --— ——__——— 
Xd a » + 

3,2 — 0,123 — 0,108 — 0,117 —O111 
3,75 0.097 0,087 — 0,102 0.096 
4,95 0.052 0,042 0,045 0.039 
6,0 — 0,026 0,016 0,028 — 0,022 
7,0 — 0,010 0,000 — 0,006 0,000 
8,4 + 0,901 + 0,011 + 0,007 + 0,013 
9.5 + 0,011 + 0,021 

10,0 + 0,031 + 0,041 + 0,029 + 0,035 
11.5 + 0,035 + 6,045 -+- 0,031 + 0,037 


b) Gliadin. 

Gliadin ist in reinem Wasser nicht léslich. Zur Gewinnung der 
#-Kurve des unveranderten Gliadins durfte dieses auch nicht in starkerer 
NaOH gelést werden, weil sonst, nach dem Vorhergehenden, Ver- 
inderungen des Proteins zu befiirchten waren. Wir stellten jedoch 
fest, daB das Weizengliadin noch in einer Natronlauge von der Kon- 
zentration n/1000 léslich ist. Es geniigen 20 cem davon zur Auflésung 
einer Gliadinmenge mit 1 Millimol N unter ganz schwacher Triibung, 
falls man die alkoholische Lésung in die Natronlauge eingieBt. Der 
Alkohol kann nachtraglich abgesaugt werden. Unter diesen Bedingungen 
ist die Gefahr einer Veranderung des Gliadins durch die NaOH sehr 
weitgehend heruntergesetzt, da ja das Gliadin, wie aus den Zahlen auf 
8. 229/230 hervorgeht, sowieso ziemlich langsam mit der Lauge reagiert. 

An Gliadinlésungen in n/1000 NaOH, die auf die genannte Art 
hergestellt waren, wurden durch Indikatorentitrationen @-Kurven auf- 
genommen. Es ist dabei ein rasches Arbeiten méglich, so daB die Be- 
riihrungszeit des Gliadins mit der n/1000 NaOH ziemlich kurz be- 
messen werden konnte. 


Als erste geben wir die Werte an, die fiir eine Lésung folgender 
Zusammensetzung erhalten wurden: 1 Millimol N in 40 ccm n/1000 
NaOH. Zwischen dem Lésen und der Titration verstrichen 75 Minuten, 
wahrend derer der Alkohol abgesaugt wurde. Titriert wurde mit n/100 
HCl bzw. n/100 NaOH. & und #' haben hier die gleiche Bedeutung 
wie bei den schon beschriebenen Versuchen an EiereiweiB. Bei der 
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Berechnung von @ wurden die in den 40ccm Lésung enthaltenen 
4,0 cem n/100 NaOH beriicksichtigt. 


Versuch 1. 





Titermenge in cem n/i00 





Pu ie sugetiigt | fmagesamt vorhanden - “ 

9,50 0.6 NaOH 4.6 NaOH 0,045 0,027 
$40 14 HCl 26 , 0,026 0,008 
7,00 oe « So = 0,018 0,000 
5.80 — . 0,7 A 0,007 0.011 
4,95 42 , 0.2 HCl — 0,002 0,020 
3,75 80 . 4s... 0,029 ~ 047 


In einem zweiten Versuch wurde der Alkohol nicht abgesaugt und die 
Lésung sofort nach dem Vermischen der alkoholischen Gliadinlésung mit 
der Natronlauge titriert. In einem dritten Versuch wurde ebenfalls der 
Alkohol nicht abgesaugt, die Mischung stand jedoch vor der Titration 
75 Minuten wie beim ersten Versuch. Im iibrigen wurden diese beiden 
Versuche genau wie Versuch 1 durchgefiihrt. Es mdge hier geniigen, 
die fiir die verschiedenen Wasserstoffstufen gefundenen #-Werte anzugeben. 











ao? ? 
= Se i Ee ae . 
Pu Versuch 2 Versuch 3 Pu Versuch 2 Versuch 3 
9.5 0,023 0,024 5.80 | 0.010 0.012 
8.4 0.010 0,009 4.95 0.019 — 0,023 
7.0 0,000 0,000 8.75 — 0,045 0.951 


In Anbetracht der verbrauchten sehr kleinen Titermengen kann man 
die 9-Werte der drei Versuche als iibereinstimmend betrachten, woraus 
zu schlieBen ist, daB sowohl der Alkoholgehalt bei Versuch 2 und 3, als auch 
das 75 Minuten lange Stehen des Gliadins in der n/1000 NaOH bei Versuch } 
und 3 keinen merkbaren EinfluB auf die -Werte ausiibte. 


léslich sind, wenn man ihre alkoholische Lésung in die Saure eingieBt. 
Noch in einer Konzentration von n/2000 geniigen 40 ccm Saure zur 
guten Lésung von Gliadin mit 1 Millimol N. Bei n/1000 diirfte das 
Maximum der lésenden Wirkung der Saure liegen. Mit steigender Kon- 
zentration der Séure nimmt ihre Lésungsfahigkeit wieder ab und ist 
schon bei n/40 auBerordentlich gering. 


Es zeigte sich, daB die Gliadine auch in ganz schwacher Salzsaure 


In analoger Weise wie oben wurden nun auch #-Kurven von solchen 
Lésungen von Weizengliadin in n/1000 und n/2000 HCl aufgenommen. 
Titriert wurde wieder mit n/100 NaOH und HCl. Es wurden folgende 
drei Versuche ausgefiihrt: 
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Versuch 4: 1, Millimol N enthaltendes Gliadin wurde in 20 cem n/2000 
HCl gelést. Titration sofort. 

Versuch 5: Wie bei Versuch 4, jedoch erst nach 6 Stunden titriert. 

Versuch 6: 1 Millimol N enthaltendes Gliadin wurde in 20 cem n/1000 
HCl gelést. Titration sofort. 





oe o 
Pu Versuch 4 Versuch 5 Versuch 6 Pu Versuch 4 Versuch 5 Versuch 6 
9.5 0,025 0,023 0.021 5.80 0.009 —0007 —0.006 
8.4 0.011 0.011 0,010 4.95 — 0.017 0,016 0.015 
7.0 0.000 0,090 0,000 3,75 0,041 — 0,041 0,038 


Wegen der auBerordentlichen Kleinbeit der verbrauchten Titer- 
mengen ist die Ubereinstimmung zwischen diesen drei Versuchen als 
befriedigend zu bezeichnen. Auch die geringen Abweichungen gegen- 
iiber den Versuchen in n/1000 Natronlauge liegen innerhalb der Febhler- 
grenzen. 

Um zu sehen, inwieweit die Vorbehandlung bei der Darstellung des 
Weizengliadins eine Rolle spielt, wurde weiterhin einmal die alkoholische 
Gliadinlésung zum Sieden erhitzt, ein anderes Mal ohne jede Umfallung 
verwandt. Auch in diesen beiden Fallen zeigten die Kurven keine Ver- 
anderung, wie die nachfolgenden Tabellen ergeben: 

Versuch 7: ‘4 Millimol N enthaitendes, vorher in alkoholischer Lésung 
zum Sieden erhitztes Gliadin, gelést in 20 cem n/2000 HCl. Titration sofort. 

Versuch 8: 44 Millimol N enthaltendes Gliadin, nicht gereinigt, gelést 
in 20cem n/2000 HCl. Titration sofort. 





> + 

Pp . ent D 7 
= Versuch 7 Versuch 8 Pu Versuch 7 Versuch 8 
95 0.021 0,021 5.80 — 0,010 — 0,008 
8.4 0,010 0,012 4,95 — 0,017 0,018 
7.0 0.000 0,000 3.75 — 0,038 0.0387 


Versuch 7 besagt, daB die Titerbindefahigkeit des Gliadins durch 
Erhitzen auf die Siedetemperatur des Alkohols nicht verandert wird. Nach 
Versuch 8 iiben auch die ihm beigemengten Verunreinigungen darauf 
keinen Einflu8 aus. 

Im stiérker sauren und alkalischen Gebiet bereiteten die Titrationen 
gréBere Schwierigkeiten, weil dort wegen der niedrigen GréBenordnung 
der #-Werte die Fehler zu stark ins Gewicht fallen. Immerhin ergab sich 
aus verschiedenen Bestimmungen, da iiber Stufe 9,5 hinaus bis 11,8 der 
3%-Wert des Gliadins nur noch wenig ansteigt. Im starker sauren Gebiet, 
unterhalb pg = 3,75, wurde keine Zunahme des Séurebindungsvermégens 
gefunden. 


Diese verschiedenen Versuche haben, trotz mehrfach abgeinderter 
Bedingungen, stets etwa dieselben Werte ergeben. Die von dem Gliadin 
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gebundenen Titerbetrage sind noch kleiner als die beim Albumin, es 
besitzt aber doch offenbar eine wohldefinierte #-Kurve. Die dieser 
zugrunde liegenden sauren und basischen Gruppen sind zwischen 
den Stufen 9,5 und 3,75 wirksam. Am zuverlassigsten sind wohl die in 
diinner HCI, also bei Versuch 4, 5 und 6 erhaltenen Werte. Die aus 
diesen gezeichnete Kurve darf als die #-Kurve des unveranderten 
Gliadins ansgesprochen werden. 

Die Kurven von EiweiBkérpern, die entsprechend dem Versuch 
auf §. 227/228 mit Natronlauge in der Siedehitze behandelt worden 
sind, sollen in einer weiteren Mitteilung besprochen werden. 


SchluBfolgerungen aus den Versuchen. 


1. Der Saéure- und Basencharakter stellt eine leicht quantitativ 
faBbare Eigenschaft der Proteine und ihrer Umwandlungsprodukte 
dar. Er findet seinen Ausdruck in wohldefinierten und typischen 
#-Kurven. 

2. Die beiden untersuchten EiweiBarten zeigen in unverindertem 
Zustande kleine #-Werte. Besonders Gliadin zeigt nur sehr geringes 
Lauge- und Saurebindungsvermégen. Dies ergibt fiir die Saiure- und 
Basenwirkung sehr groBe Aquivalentgewichte. Es laBt auf groBe 
Molekiile schlieBen. Wenn die KiweiBmolekiile im Sinne Emil Fischers 
aus Peptidketten bestehen, dann miissen diese also sehr lang sein. 

3. Die @-Kurven werden sehr stark durch die Einwirkung von 
Natronlauge auf die untersuchten EiweiBkérper verandert. Besonders 
beim Albumin ist dabei eine sehr rasche Zunahme der #-Werte fest- 
zustellen. Das rapide Tempo dieser Zunahme und die Schwankungen 
der erhaltenen #-Werte kénnten die Vermutung nahelegen, daB es 
sich hierbei um Adsorptionen handele. Dem stehen jedoch folgende 
Uberlegungen entgegen: 

a) Wie bereits auf Seite 225 ausgefiihrt wurde, kann die Erhéhung 
der #-Werte nicht durch die Annahme gedeutet werden, da8 das un- 
verinderte EiweiS aus der stirkeren Lauge NaOH adsorbiere und erst 
bei der Titration wieder abgebe. Die nach der Laugeneinwirkung 
gefundenen #-Betrage wurden naimlich durch Titration von der sauren 
Stufe 3,2 auf die schwach alkalische Stufe 8,4 gewonnen, nachdem die 
Lésungen zuerst auf Stufe 3,2 von Kohlensiure befreit worden waren. 

b) Die Betrage sind glatt hin und zuriick titrierbar, sogar in ver- 
haltnismaBig schwach sauren und alkalischen Stufen, also in der Nahe 
des Neutralpunktes (pq = 7). Sie unterscheiden sich hierbei in nichts 
von den an normalen Sauren und Basen erhaltenen Titrationsbetragen. 
Es handelt sich also um ganz normale Saéure- oder Basenwirkungen, 
und es liegt kein Grund vor, sie anders denn als solche zu bezeichnen. 
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c) Das unveranderte Eiwei8 zeigte sehr niedrige @-Werte. Erst 
durch die Einwirkung der NaOH werden die hohen Werte erreicht. 
Man darf wohl annehmen, daB das Adsorptionsvermégen einer Substanz 
um so gréBer ist, je kolloidaler, also je hochmolekularer sie ist. Es liegt 
kein Grund vor, anzunehmen, daB durch die NaOH das EiweiB hoch- 
molekularer und kolloidaler gemacht wird, im Gegenteil, alles spricht 
dafiir, daB NaOH auf Eiwei8 auflésend und zerteilend wirkt. Man 
kann sich deshalb schwer vorstellen, daB das Adsorptionsvermégen 
von EiweiB durch NaOH vergréSert wiirde. 


4. Es miissen durch die Einwirkung der NaOH auf das Protein 
neue saure oder basische Gruppen entstanden sein. Es ist schon ver- 
mutet worden, dab die Peptidbingung imstande sei, Siure oder Alkali 
zu binden. DaB dies bei einfachen Peptiden nicht der Fall ist, ist von 
L. J. Harris! ausgefiihrt worden. Im iibrigen ergibt es sich fiir Peptide 
und einfache Diketopiperazine aus Messungen, die in unserem Institut 
ausgefiihrt worden sind. 


5. Die Schwankungen der nach NaQOH-Einwirkung erhaltenen 
Werte sind darauf zuriickzufiihren, daB Einfliisse noch unbekannter 
Natur auf die Geschwindigkeit des Reaktionsablaufes der Einwirkung 
der NaOH auf das Eiweib, méglicherweise katalytisch, einwirken. 

6. Die bei der Natronlaugeeinwirkung entstehenden sauren und 
basischen Gruppen stimmen ihrer Starke nach mit denen der Peptide 
iiberein. 


Die Dissoziationskonstanten von Peptiden sind erstmalig von 
Euler? an drei Dipeptiden durch Leitfaihigkeitsmessungen bestimmt 
worden. Wir haben die Konstanten einer Reihe weiterer Peptide 
mittels der hier maBgebenden Methode bestimmt, nimlich durch 
pu-Messung an Mischungen der Peptide mit HCl oder NaOH. Die 
Ergebnisse dieser Messungen sollen in einer weiteren Arbeit mitgeteilt 
werden. 

7. Uber die Natur der raschen Einwirkung der NaOH auf das 
EiweiB 1aBt sich folgendes sagen: Von den Peptiden ist bekannt, daB 
sie sich unter Einwirkung von Natronlavge nur sehr schwer auf 
spalten®. Eine derart heftig aufspaltende Einwirkung der Natronlauge, 
wie wir sie beim Albumin beobachtet haben, ist also fiir Peptide nicht 
anzunehmen. Viel eher kann man sich vorstellen, daB ringartige 
Komplexe, z. B. von der Art der Diketopiperazine, durch Natronlauge 


t Proc. Roy. Soc. London 95, 470, 1923. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 219. 1907. 

3 Vgl. R. A. H. Plimmer, Die chemische Konstitution der Eiweib- 
kérper, 8.197. Dresden und Leipzig 1914. 
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eine leichte und rasche Aufspaltung erleiden!. Bei diesen beiden Arten 
von Aufspaltungen werden COOH- und NH,-Gruppen frei, welche 
eine VergréBerung der @-Werte hervorrufen kénnen. 

8. Die Annahme derartiger Aufspaltungen reicht nicht aus zur 
Erklarung der beim Albumin beobachteten Erscheinung, wo nach 
anfanglicher sehr rascher Steigerung der #-Werte bei intensiver 
NaOH-Behandlung, d.h. bei langerem Stehen oder beim Kochen mit 
starker Natronlauge wieder ein Riickgang der Titrationswerte eintrat. 
Solche @-Zuwachsbetrige, die nachtriglich wieder verschwinden, 
kénnen nicht auf Entstehung von freien COOH- und NH,-Gruppen 
zurickgefiihrt werden, weil diese nicht wieder verschwinden wiirden. 
Ammoniak- und Kohlensdureabspaltungen treten unter den _ vor- 
liegenden Umstanden nicht auf. Es miissen also unter dem Einflu8 
der NaOH Saure- oder Basengruppen von der Starke der Polypeptid- 
gruppen entstehen, die durch linger andauernde NaOQH-Behandlung 
als saure oder basische Gruppen wieder verschwinden. Wenn es sich 
nur um saure Gruppen handelt, kénnte man z. B. an die Ausbildung 
von Enolgruppen denken, die im weiteren Verlauf sich in nichtlauge- 
bindende Ketogruppen umlagern. 

9. Die ausgefiihrten Titrationen lassen betrachtliche, zahlenmabig 
faBbare Unterschiede in dem Verhalten von Albumin und Gliadin er- 
kennen. Wahrend das Albumin viel rascher von der Natronlauge 
angegriffen wird, d.h. einen viel rascheren Anstieg der -Werte zeigt, 
sind die nach intensiver Natronlaugeeinwirkung schlieBlich erreichten 
#-Werte beim Gliadin betrachtlich gréBer als beim Albumin. 

10. Uberlegt man, welche der beiden wichtigsten Anschauungen 
iiber die Struktur der Eiwei®kérper sich am besten mit den von uns 
beobachteten Tatsachen in Einklang bringen laBt, die Auffassung von 
der Peptidstruktur oder die von der Ringstruktur, so lautet die Ent- 
scheidung sehr zugunsten der letzteren. 


1 Vgl. M. Liidike, Chem. Centralbl. 1925, I, 670; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 141, 100, 1924; P. A. Levene und M.H. Pfaltz, Journ. of General 
Physiol. 8, 183, 1925. 
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Biochemische Darstellung 
eines Disaccharid-mono-phosphorsaure-esters. 


Von 


(. Neuberg und J. Leibowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Der Hexose-di-phosphorsdure-ester kann, wie wir friiher gezeigt 
haben, die Muttersubstanz fiir die biochemische Gewinnung verschiedener 
Hexose-mono-phosphorsdure-ester sein. Das Zymo-di-phosphat darf als 
praktisch einheitlich gelten, da es, unter abweichenden Bedingungen 
dargestellt, stets dieselbe Drehung aufweist, die auch der aus dem 
kristallisierten Alkaloidsalz regenerierten Substanz zukommt. An sich 
kénnte die partielle De-phosphorylierung eines Di-phosphorsaure-esters 
ohne weiteres zu zwei verschiedenen Mono-phosphorsiure-estern fiihren. 
Da sich aber im Di-phosphat ein Phosphorsaure-rest in |-Stellung zur 
,Carbonylgruppe“ des fructosidischen Grundzuckers befindet, beide 
Mono-phosphorsaure-ester jedoch erwiesenermaBen ihre Phosphorsaure- 
gruppe nicht an diesem Orte tragen, so folgt daraus, daB bei der par- 
tiellen De-phosphorylierung, wenigstens in einem Falle, intramolekulare 
Verschiebungen eintreten. 

Wir kennen bisher zwei vom Zymo-di-phosphat aus durch enzyma- 
lische Eingriffe erhililiche Hexose-mono-phosphate: Den anfangs nur 
durch chemische Spaltung im Jahre 1918 bereiteten sogenannten 
Neubergschen Ester, sowie den auf dem Géarungswege 1922 isolierten 
Robisonschen Ester. Beide Substanzen unterscheiden sich durch die 
Starke ihres Reduktionsvermégens und besonders durch ihre Drehung. 
Fiir den Neuwberg-Ester ist [a])p = + 2 bis 3°; fiir den Robison-Ester 
ist [a]p = + 25 bis 30°. Wiahrend infolge der sehr ungleichen Haft- 
festigkeit der beiden Phosphorsiure-gruppen im Zymo-di-phosphat 
die eine durch verdiinnte Sauren leicht und schnell hydrolytisch ab- 
gespalten wird, wobei der Neuberg-Ester entsteht, ist bislang die Bildung 
des Robison-Esters aus wirklich reinem Hexose-di-phosphat in vitro 
nicht erreicht worden. Wir hatten nun mitgeteilt', daB mit Hilfe der 
im Aspergillus oryzae vorhandenen Pilz-phosphatase das Zymo-di- 
phosphat zu einem Mono-phosphat abgebaut wird, in dem fast nur 


1 C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927. 
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der Neubergsche Ester vorliegt. Damit war bewiesen, daB er auch b: 
biologischen Vorgingen auftritt und entsprechend zu werten ist. Dir 
partielle De-phosphorylierung des Hexose-di-phosphats durch Hefe hatt: 
uns ein Gemisch des Neuberg- und Robison-Esters in die Hand gegeben! * 
in dem der niedrig drehende Neuberg-Ester erheblich tiberwog. Be 
Zugabe des Aktivators Arsenat lieferte Hefenenzym angenahert reinen 
Neuberg-Ester®. Mit tierischer Phosphatase (aus Pferdenieren) hatten 
wir das Zymo-di-phosphat in ungefaihr reinen, hoch drehenden Robison 
Ester iibergefiihrt *. 

Brugsch, Cahen und Horsters® haben bei Behandlung von Di-phosphat 
mit Trockenmuskeln eine Substanz erhalten, die sie bei noch nicht voll- 
kommener Charakterisierung und trotz einiger Abweichungen fiir 
Robison-Ester halten. Ob aus diesem auch das Lactacidogen ganz oder 
gréBtenteils besteht, ist nach den neueren Angaben von HEmbden und 
Zimmermann® nicht ausgeschlossen, gem&8 denen in der erwahnten 
Fraktion der Milchséurevorstufe tierischer Zellen neben typischem 
Di-phosphat auch ein Mono-phosphorséure-ester vorkommt. Die von 
Meyerhof und Lohmann’ aufgeworfene Frage nach der Einheitlichkeit 
der einzelnen Zucker-phosphate wird erst durch eine erneute Unter- 
suchung unter Beachtung folgender Punkte zu entscheiden sein: Wenn 
dem Phosphorséure-ester keine normale Hexose zugrunde liegt, sondern 
eine am-Hexose (y-Zucker, siehe unten, 8S. 241), so ist es verstandlich, dab 
phosphorylierte Fructose im Gegensatz zu reinem Fruchtzucker gegen 
Jod-Bicarbonatlésung nicht mehr bestandig ist*. Im Falle der am-Struktur 
mu8 man bei chemischen und enzymatischen Eingriffen mit Configurations- 
anderungen rechnen. MHierauf haben schon Robinson® und Haworth’ hin- 
gewiesen. Man mu8 auch direkt Acyl-wanderung, ferner V. rlagerung 
von Sauerstoffbriicken sowie Waldensche Umkehrung in Betracht ziehen. In 
den Arbeiten von Bergmann, Freudenberg, Haworth, Helferich, Hudson, Irvine, 
Pringsheim, Schlubach, Sjdberg, vanberg u. a. finden sich zahlreiche Hin- 
weise auf solche Verschiebungsreaktionen''. Ein von uns schon beschrittener 
Weg'*, die Einheitlichkeit der natiirlichen Phosphorséure-ester zu kon- 
trollieren, ist die Isolierung der kristallisierten Alkaloidsalze unter Beriick- 


1 C. Neuberg und J. Leibowitz, l.c. | 

2 Dieselben, diese Zeitschr. 191, 450, 1927. 

3 GC. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 191, 460, 1927. 

4 Dieselben, cberdaselbst 191, 456, 1927. 

5 Th. Brugsch, M. Cahen und H. Horsters, ebendaselbst 175, 120, 1926. 

®° G. Embden und M. Zimmermann, H. 167, 135, 1927; vgl. H. 141, 
232, 1924. 

7 O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113. 1927. 

8 Siehe diese Zeitschr. 184, 496, 1927. 

® R. Robinson, Chem. Centralbl. 1927, II, 1245. 

10 W.N. Haworth, Journ. Soc. chem. Ind. 46, 295, 1927. 

1! Vgl. auch die von E. Pacsu (Ber. 61, 137, 1928) beschriebenen 
neuen Falle sole-her Umwandlungen. 

12 OC, Neuberg und O. Dalmer, diese Zeitschr. 181, 188, 1922; S. Sabetay 
und L. Rosenfeld, ebendaselbst 162, 469, 1925; C. Neuberg und J. Leibowitz, 
ebendaselbst 184, 504, 1927. 
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sichtigung der quantitativen Verhaltnisse. Wenn die Alkaloidsalz-methode 
zu wirklichen Individuen fiihrt, so miissen tatséchliche oder scheinbare 
Konstitutionsinderungen den vorgenommenen chemischen oder biologischen 
Prozeduren zur Last gelegt und nicht auf einen Mischcharakter des Aus- 
gangsmaterials bezogen werden. 

Um nun systematische Anhaltspunkte fiir die De-phosphorylierungs- 
effekte anderer Zellarten (als Aspergillus, Hefe und Pferdeniere) zu 
gewinnen, haben wir entsprechende Versuche mit Bakterien in An- 
griff gnommen. Zundchst priiften wir die Einwirkung von Bacterium 
coli und Bacterium lactis aerogenes. Massenkulturen dieser Er- 
reger wurden in Gegenwart von Toluol und Chloroform — zwecks 
Zuriickdrangung der eigentlichen Garung und Entfaltung einer méglichst 
reinen Phosphatase-wirkung — mit reinem hexose-di-phosphorsauren 
Natrium in Beriihrung gebracht. Das Ergebnis war bisher unbefriedigend, 
da De-phosphorylierung nur langsam und sehr unvollstandig eintrat. (Es 
muB dahingestellt bleiben, ob dies auf einen geringeren Gehalt an 
Phosphatase zu beziehen ist.) 

Héchst bemerkenswert war dagegen der Effekt des bekannten 
Milchsdéurebakteriums B. Delbriicki. Die De-phosphorylierung war bei 
Einwirkung von etwa 5g Bakterientrockensubstanz auf rund 20g 
hexose-di-phosphorsaures Natrium in 14 bis 26 Stunden weit fort- 
geschritten. In dieser Zeit war etwa die Halfte der estermaBig gebun- 
denen Phosphorsaure in Freiheit gesetzt. Nach Entfernung der Phos- 
phat-ionen sowie des unzerlegten Ausgangsmaterials erhielten wir bei 
der von uns geiibten und friiher beschriebenen Methodik! das leicht 
lésliche Bariumsalz eines Phosphorsdure-esters. Fintgegen allen Er- 
wartungen war derselbe vollkommen verschieden vom Neuberg- wie 
vom Robison-Ester. Er leitet sich tiberhaupt nicht von einem Mono- 
saccharid ab, sondern ist der Mono-phosphorsdure-ester eines Disaccharids. 
Das Bariumsalz besitzt die Formel: C,.H,,0,,PBa = C,H, Oj 
. PO,Ba. 

Die Ausbeuten an diesem Produkt sind beachtenswert reichlich. 
Die Entstehung der Substanz ist nur méglich gemaB folgender 
Gleichung : 

2 Cg H,.0,(P0,H,), + 2 H,O = 3 HPO, + C,,H,, 0,9. 0 . PO(OH),. 


Abgesehen von der analytischen Zusammensetzung ist eine Ver- 
wechslung mit den beiden erwahnten Hexose-mono-phosphorsaure-estern 
(C,H,, 0; . PO,H,) schon deshalb unméglich, weil das neue Biose-mono- 
phosphat sowohl] als freie Saure wie als Bariumsalz eine auBerordentlich 
hohe Drehung aufweist, die fiir die freie Ester-siure etwa + 55° aus- 
macht. 


1 C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 184, 489, 1927. 
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Uber die Natur des in diesem Mono-phosphorsiure-ester ent- 
haltenen Disaccharids kénnen wir im gegenwartigen Stande der Unter- 
suchungen, die durch die erforderlichen Massenziichtungen des Bak- 
teriums in Reinkultur erschwert sind, noch nicht viel aussagen. Es 
handelt sich um ein reduzierendes Disaccharidderivat, und dieses ist 
einer langsamen alkoholischen Garung fahig. [Ein kristallisiertes 
Strychninsalz haben wir bereits erhalten. 


Die bedeutungsvolle Entstehungsart dieses Disaccharid-mono- 
phosphats hebt diesen ProzeB von den Erscheinungen ab, die als mab- 
geblich fiir die meisten bisher bekannten Biosynthesen von Disacchariden 
aus Monosacchariden gelten. Denn beim enzymatischen Aufbau, bei der 
sogenannten Reversion, durch Fermente des Emulsins (Bourquelot, 
Bridel), der Kefirkérner (Z. Fischer und Armstrong) der Hefe (A. C. 
Hill, Pringsheim und Leibowitz) und der tierischen Organe (Levene 
und Meyer) handelt es sich um typische Gleichgewichtsreaktionen. 
Bei dem so bewirkten Aufbau von Gluco-, Galakto- und Manno-biosen 
kommt ein Zusammenschlu8 nur in hochkonzentrierten Lésungen 
allmahlich zustande. Die Ausbeute betrigt immer nur einen kleinen 
Bruchteil von der Menge der Ausgangsmaterialien, weil eben das 
Gleichgewicht sehr zugunsten der hydrolytischen Spaltung liegt. 

In unserem Falle volizieht sich in verdiinnten wiasserigen Lésungen 
und mit groBer Schnelligkeit die Bildung des phosphorylierten Di- 
saccharids in einer Ausbeute von 30°. Durch dieses Verhalten wird 
die neue Biosynthese in die Nahe jener Erscheinungen geriickt, die 
sich nach den Darlegungen von H. Pringsheim beim diastatischen 
Abbau von Starke und Glykogen zur Maltose abspielen und die nach 
K. Hess auch bei der Acetolyse der Cellulose zur Cellobiose fiihren. 
Hier handelt es sich um die Zertriimmerung des Polysaccharids zu 
reaktionsfahigen Glykosylresten oder Anhydriden, die sich im Ent- 
stehungszustande zu Disacchariden vereinigen und stabilisieren. Schon 
friihzeitig hat man den Sinn der physiologischen Phosphorylierung 
darin gesucht!, daB sie den Zucker in ein reaktionsfihiges Produkt 
mit besonders gelagerter Sauerstoffbriicke verwandelt. Pringsheim® 
hat geradezu einen strukturellen Zusammenhang zwischen dem Grund- 
zucker des Zymo-di-phosphats und dem der Starke, des Glykogens 
und der ihnen nahestehenden Polyhexosane nebst Polyamylosen an- 
genommen. Die Angabe von O. Meyerhof*, daB sowohl die Polysaccha- 
ride der Starkegruppe als auch die Zymophosphate eine erkennbare 
Sonderstellung bei der Glykolyse einnehmen, kann in dem selben Sinne 


1 Vgl. C. Neuberg, Die Garungsvorgainge. Jena 1918. 
2 H. Pringsheim, diese Zeitschr. 156, 109, 1925. 
3 O. Meyerhof, ebendaselbst 178, 462, 1926. 
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gedeutet werden. Nach neueren Angaben von Morgan! soll im Hexose- 
di-phosphat der 1, 6-Di-phosphorsdure-ester der butylenoxydischen 
y-Fructose vorliegen. 

Man vermag die Entstehung des Disaccharid-mono-phosphorsaure- 
esters insofern in eine Analogie zur Maltosebildung zu bringen, als bei 
der De-phosphorylierung des Hexose-di-phosphats zwei labile Gebilde 
auftreten kénnen, eine vollkommen de-phosphorylierte am-Hexose und 
eine mono-phosphorylierte am-Hexose, die in status nascendi sich di- 
saccharidisch zusammenschlieBen. 


+ . . . ° ° _ ° . 
Ubrigens scheint auf rein chemischem Wege die Kondensation eines 


y-Zuckers unter milden Bedingungen — bei vorsichtiger Behandlung mit 
methylalkoholischer Salzsiure — schon einmal verwirklicht worden zu 


sein; es hat namlich Cunningham? im Institut von Irvine aus y-Methyl- 
d-galaktosid ein als Tetra-saccharid-abkémmling angesprochenes Konden- 
sationsprodukt erhalten. Jrvine und Robertson® haben auch auf die bio- 
logische Bedeutung des y-Zuckers hingewiesen. 

Wie erwahnt, erhalten wir bei der beschriebenen biochemischen 
Reaktion aus dem zweifach phosphorylierten Monosaccharid ein mono- 
phosphoryliertes Disaccharid. Wenn dieses wegen seiner reduzierenden 
Eigenschaften auch sicherlich nicht nach dem Rohrzucker-typus gebaut 
ist, so méchten wir bei dieser Gelegenheit doch auf einen Umstand 
hinweisen, der unseres Wissens von folgendem Gesichtspunkt aus noch 
keine Wiirdigung erfahren hat. Der Ubergang von Glucose (und Man- 
nose) in das fructosidische Zymo-di-phosphat und die Méglichkeit, 
aus letzterem Fruchtzucker zu gewinnen, involviert die enzymatische 
Umlagerung von Traubenzucker in Fruchtzucker. Da man nun, wie 
wir gezeigt haben, vom ketosidischen Hexose-di-phosphorsdure-ester, 
je nach Wahl des Enzym-systems, zum Mono-phosphorsiure-ester 
sowohl einer Fructose als einer Glucose gelangen kann, so ist damit 
ein KreisprozeB gegeben, in dem Glucose und Fructose, die beiden 
wichtigsten natiirlichen Hexosen, durch fermentative Werkzeuge wechsel- 
seilig ineinander iibergefiihrt werden kinnen. Wohl war mit rein 
chemischer Methodik — durch alternierende Reduktion und Oxydation 
(Emil Fischer) oder unter dem Einflu®B starker Alkalien (Lobry de 
Bruyn) — eine solche Umformung gelungen, aber ersichtlicherweise 
auf Wegen, die kaum in der Natur beschritten werden dirfen. Bedenkt 
man, daB ein ganzes Reich der Vegetabilien sich aufbaut auf Frucht- 
zucker als Hauptreservestoff, namlich die Gruppe von Gewachsen, die 
statt Starke Inulin beherbergen, beachtet man weiter, daB eine Fructose- 


1 W. T.J. Morgan, Biochem. Journ. 21, 675, 1927; W. 7. J. Morgan 
und R. Robison, Ref. im Journ. Soc. chem. ind. 46, 1183, 1927. 
2 M. Cunningham, Chem. Centralbl. 1919, I, 715; vgl. hierzu jedoch 
W.N. Haworth, D. A. Ruell und G. C. Westgarth, ebendaselbst 1925, I, 1065. 
3 J.C.Irvine und G. Robertson, ebendaselbst 1917, I, 1075. 
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komponente in einem der am weitesten verbreiteten Kohlenhydrate, 
im Rohrzucker, und ferner in seltenen Kohlenhydraten, in Raffinose. 
Gentianose, Melezitose sowie Stachyose, und zwar auch in der 
sogenannten y-Form, enthalten ist, so erscheint jener Kreisprozeb 
nicht uninteressant. Dabei ist wichtig, daB Phosphorylierungs- 
vermégen auch fiir héhere Pflanzen nachgewiesen ist!. Die Bildung 
von Glucose aus Mannose im Tierkérper*, namentlich aber die 
Entstehung der Fructose in Ex- und Transsudaten® sowie bei der 
Lavulosurie, erfahren ebenfalls eine Beleuchtung, da ja unzweifelhaft 
die Zellen des Tierkérpers phosphorylierende und de-phosphorylierende 
Kraft besitzen‘. 
Beschreibung der Versuche. 


Die Substratlésungen wurden durch Umsetzung von gereinigtem 
hexose-di-phosphorsauren Barium mit Schwefelséure und Neutralisation 
mit Natronlauge in der friiher® beschriebenen Weise dargestellt. 

Die Messung der Phosphorséureabspaltung erfolgte kolorimetrisch. 
Die angefiihrten Zahlen sind um die Werte aus den Parallelansaétzen korrigiert, 
in denen das Bakterienmaterial fiir sich mit Toluol und Chloroformwasser 
digeriert worden war. 

Die Isolierung des Disaccharid-phosphates erfolgte nach der von uns 
zur Gewinnung von Hexose-mono-phosphat angegebenen einfachen und 
bequemen Methode, die ohne Chemikalien EnteiweiBung gestattet und eine 
schnelle Abtrennung des Di-phosphats vom Mono-phosphorséure-ester 


erméglicht. 
Versuch 1. 


Ansatz: 
300 com der Lésung von hexose-di-phosphorsaurem Natrium, 
30g feuchte Masse von reinen Bakterien Delbriicki 
(= 6g Trockenmaterial), 
3ecem Chloroform, 
5 ,, Toluol. 
Versuchstemperatur 37°. 


Nach Veraschung eines aliquoten Teiles wurde (unter Beriicksichtigung 
der vorhandenen Menge anorganischen Phosphats) die Konzentration 
der Versuchslésung an Ester-P zu 5,57 mg pro Kubikzentimeter ermittelt. 

Nach 14 Stunden waren 2,85mg P pro Kubikzentimeter = 51,2%, 
abgespalten. 

Die Aufarbeitung lieferte 0,9 g eines rein weiBen, in kaltem und heiBem 
Wasser spielend léslichen Bariumsalzes. Die Lassaignesche Probe war 


1 J, Bodndr, diese Zeitschr. 165, 1, 1925. 

2 C. Neuberg und P. Mayer, H. 37, 530, 1903. 

3 ©. Neuberg und H. Strauss, H. 36, 227, 1902. 

* Die Auffassung, daB simtliche in der Natur vorkommende Kohlen- 
hydrate aus Glucose entstehen, findet man bei W.N. Haworth (Chem 
Centralbl. 1927, II, 1245) diskutiert; vgl. dagegen P. A. Levene, Chem 
Centralbl. 1928, I, 368. 

5 Diese Zeitschr. 191, 462, 1927. 
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negativ ; offenbar waren nicht viel N-haltige Substanzen aus den Bakterien- 
leibern in Lésung gegangen. 

Die Bestimmung der Drehung und die Analysen geschahen nach der 
Trocknung bei 78° im Hochvakuum. 

0,1852 g Ba-Salz wurden mit 0,75cem n HCl und Wasser zu 10,0 ccm 


geldst. 
Drehung der freien Saéure: [a]p = + 55,2°, 
(a = + 1,55°, c = 1,403, 1 2.) 


5,0 cem dieser Lésung (= 0,0926 g Substanz) lieferten bei der Barium- 
bestimmung 0,0409 g BaSO,, entsprechend 25,9°, Ba. 

2,0 cem (= 0,0370 g Substanz) ergaben nach der Veraschung bei der 
kolorimetrischen P-Bestimmung 2,21 mg = 6,0% P. 

Bei der gravimetrischen P-Bestimmung wurden aus 0,1377 g Substanz 
nach der Soda-Salpeter-Schmelze 0,0287 g Mg, P,O,, entsprechend 5,8% P, 
erhalten. 

Versuch 2. 
Ansatz: 
250 cem analog bereiteter Natriumsalzlésung, 
30 g feuchte Bakterienmasse, 
3cem Chloroform, 
5 ,. Toluol. 

Die Lésung enthielt pro Kubikzentimeter 7,74 mg Ester-P. Bei 37° 
waren nach 6 Stunden 1,43 mg = 18,6% P und nach 19 Stunden 3,61 mg 
= 46,6% P abgespalten. 

Die Ausbeute an reinem De-phosphorylierungs-produkt belief sich 
auf 0,8 g Ba-Salz (N-frei und bei 66° im Hochvakuum getrocknet). 

Drehung: 0,2894g mit 1,1 cem n HCl sowie Wasser zu 10,0 gelést. 


[a]p = + 57,3°. 
(a = + 2,51, ¢ = 2,192, 1 = 3.) 


Ba-Bestimmung: 3,0 ccm der Lésung (= 0,0868 g Substanz) lieferten 
0,0372 g BaSO,, entsprechend 25,2% Ba. 

P-Bestimmung: 6,0 ccm der Lésung (= 0,1736 g Substanz) ergaben 
0,0367 g Mg,P,O,, entsprechend 5,9% P. 


Versuch 3. 
Ansatz: 
350 ccm Natriumsalzlésung, 
50g sehr wasserreiche Bakterienmasse, 
je 5cem Chloroform und Toluol. 
Ester-P pro Kubikzentimeter Lésung = 4,97 mg. 
Abspaltung bei 37°: nach 5 Stunden 0,50mg = 10,1% P, 
oe a 1,57 .. = 81,7% P, 
oo 8 o» 1,97 ,, 39,6% P. 
SchlieBlich wurden 1,1 g Bariumsalz des Disaccharid-mono-phosphor- 
séure-esters isoliert. Die Probe auf Stickstoff fiel ganz schwach positiv aus. 
Die Bestimmungen erfolgten nach der Trocknung bei 66° im Hoch- 
vakuum. 
Drehung des Ba-Salzes: 0.1065 g in 5,0 com Wasser. [a]p = + 38,0°. 
(a = + O,81°, c 2,130, 1 = 1.) 


1 
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Drehung der Saéure: 0,3617 g mit 1,45cemn HCl und Wasser zu 10,0 cem. 

[a]p = + 50,0°. 

(a = + 2,74°, c = 2,739, 1 = 2.) 

Ba-Bestimmung: 5,0cem der Lésung (= 0,1808 g Substanz) ergaben 
0,0760 g BaSO,, entsprechend 24,7% Ba. 

Kolorimetrische P-Bestimmung: In 1,0 ccm (= 0,0362 g Substanz) 
wurden nach der Veraschung 1,80 mg = 5,0% P ermittelt. 

C- und H-Bestimmung: 0,1628 g lieferten bei der Verbrennung mit 
Bichromat und Kupferoxyd 0,1584 g CO, sowie 0,0505 g H, O, entsprechend 
26,5% C und 3,5% H. 

Die Analysen der drei Praéparate ergaben also folgende Daten: 

C= 25% H= 35% Ba = 27%, P = 50%. 
Ba = 25,9%, P = 5,9%. 
Ba = 25,2%, P = 58%. 
Berechnet fiir C,,H,,0,,P Ba: 
(557,5) 
C = 25,8%, H=3,8%, Ba = 246%, P = 56%. 
Berechnet fiir C,H,,0,P Ba: 
(395,5) 
C = 18,29 H = 3.7%, Ba = %,7%, P = 7,9%. 


#o? 


Vergadrbarkeit des Disaccharid-monophosphats. 

Ansatz a): 0,21g Ba-Salz, die 0,13g Biose (entsprechend 0,l4¢g 
Hexose) enthalten, wurden in wenig Wasser gelést und mit einigen Tropfen 
Na,S0O,-Lésung versetzt. Zu der vom BaSQ, filtrierten Lésung (5 cem) 
wurden 10ccm garkraftiger Hefenmazerationssaft gefiigt. 

Ansatz b): 0,14g Glucose, 5ccm Wasser, 10ccm desselben Hefen- 
mazerationssaftes. 

Je 12cem von a) und b) wurden in Eudiometern bei 37° belassen. 





Zeit in Stunden: IJ 1 | 2 5 7 22 32 4s 
Mee 
Entwickelte {| a | 0,0 | 0,0 | 0,1 | 04 08 | 36) 90 148 
com CO, ||| b 1,2 7,5 | 18,0 | 21,9 | 24,0 | 259 | 268 | 27,6 
Die Versuche werden fortgesetzt. Es sollen auch andere Zell- 
arten sowie die verschiedenen Mono-phosphorsaure-ester auf die Fahig- 
keit gepriift werden, das Disaccharid-derivat zu bilden. 


Berichtigung. 

a) In der Arbeit von Z. Aszédi tiber pankreasdiabetische Katzen, 
diese Zeitschr. 192, 26 bis 35, 1928, sind in den Tabellenképfen 
auf §. 32, 33, 34 und 35 die Aufschriften ,,g‘‘ und ,,%“ ver- 
tauscht. 

b) Inder Arbeit von A. Téthi tiber Verschiebung der Absorptions- 
streifen usw., diese Zeitschr. 192, 105 bis 117, 1928 sind Abb. 3 
und 4 auf §. 115 bzw. 116, vertauscht. 
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Zur Frage 
nach der Rolle des Tryptophans im tierischen Organismus. 


Von 


S. Demianowski. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische und biologische Chemie der zweiten 
Moskauer Staatsuniversitat.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1928.) 


Die ausschlieBliche Bedeutung des Tryptophans fiir die Prozesse 
des Stoffwechsels und des Wachstums der Tiere gilt heute nach den 
Arbeiten von Abderhalden (1), sowie von Hopkins und Wilcock (2) und 
besonders derjenigen von Osborne und , Mendel (3) fiir geniigend auf- 
geklart. 

Man hat sogar das normale tagliche Bediirfnis des ‘erwachsenen 
Menschen an dieser Substanz, und zwar auf 2,5 bis 3,2 g [Fiirth (4)], ge- 
schatzt. Diese Zahl kann bei besonders giinstiger Ernaéhrung bis auf 0,009 g 
fallen (4), doch unterliegt es keinem Zweifel, daB in der Nahrung stets 
unbedingt Tryptophan enthalten ist. 

Augenscheinlicl. kann eine derart in den Nahrungsmitteln bestandig 
anwesende Substanz nicht ohne Einflu8 auf simtliche Lebensprozesse des 
Organismus bleiben. In der Tat beobachtete Abderhalden (5), daB sich 
Hunde bei Abwesenheit von Tryptophan in der Nahrung bedeutend schlechter 
fiihlten als sogar bei vollsténdigem Hungern. Es erwies sich jedoch, daB 
nicht die ganze Menge des Tryptophans zum Aufbau des Tierkérpers dient; 
wie Fiirth und Lieben (6) in ihren Versuchen an Ratten zeigten, werden 
hierzu nur 3 bis 8% davon ausgenutzt, wahrend die tibrigen 92 bis 97% 
ausgeschieden werden. Wir sind berechtigt anzunehmen, daS8 wir im 
Tryptophan ein Ausgangsmaterial fiir die Substanzen des endokrinen 
Sekrets besitzen. In Ubereinstimmung mit einer solchen Vermutung steht 
die Beobachtung Pelczars und Karasinskis (7), daB Mangel an Tryptophan 
pathologische Verinderungen in der Schilddriise zur Folge hat. Hsi-Chen- 
Chang (8) gelangt jedoch auf Grund der von ihm gesammelten Literatur 
zu dem SchluB, daB die meisten histologischen, physiologischen und chemi- 
schen Beobachtungen in der Frage nach dem férdernden Einflu8 des Trypto- 
phans auf die Funktion der Schilddriise und iiber die Entstehung des 
Thyroxins aus demselben nicht zugunsten des Tryptophans sprechen. 

Hiermit sind unsere bis zu einem gewissen Grade begriindeten Kennt- 
nisse iiber die Rolle dieser Aminoséure fast erschépft. AuBer diesen An- 
gaben gibt es noch einige vereinzelte Beobachtungen verschiedener Autoren, 
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wie z. B. Hirasawa (9), dariiber, daB das Tryptophan die experimentell: 
Andmie der Kaninchen rasch heilt und nicht auf den Gehalt an Hamoglobin 
und die Menge der Erythrocyten bei normalen Tieren wirkt, ferner fanden 
Centanni und Bréking (10), daB es dieser Aminoséure nicht nur eigen ist, 
den Wuchs experimenteller Geschwiilste zu férdern, sondern vielmehr 
selbst bei groBen Dosen denselben zu hemmen (11), obgleich z. B. dis 
Krebsgeschwiilste der Haut und der Leber sowie die Sarkome in gréBerer 
Menge Tryptophan enthalten, als sich dies bei den entsprechenden normalen 
Geweben beobachten lat (12). 

Es sei hier auch darauf hingewiesen, daB man versucht hat, die Frage 
nach der Rolle des Tryptophans bei der Immunitatsentstehung zu be 
leuchten. So teilen Fiirth und Lieben (13) mit, daB die Anhéufung von 
Antitoxinen gegen Diphtherie, Dysenterie und Tetanus im Blute nicht zur 
Anhaéufung von Tryptophan in demselben fiihrt. Fischer und Weiss (14) 
beobachteten im Falle von Carcinom eine Verringerung der Menge dieser 
Aminosaéure in den EiweiSstoffen des Blutserums bei Abwesenheit von 
freiem Tryptophan im Blute. Jedoch stellten dieselben Autoren in Fallen 
von Syphilis erhéhten Gehalt an dieser Substanz in den EiweiBstoffen ces 
Serums fest. Vaughan (15) bemerkt, daB bei der Entstehung toxischer und 
antitoxischer Fraktionen infolge Spaltung von EiweiBstoffen bloB die 
erste derselben aromatische Radikale enthalt. Dieser Befund steht in 
vollem Einklang mit ganz bestimmten Hinweisen darauf, daB die Gelatine, 
welche praktisch kein Tyrosin! und Tryptophan? enthalt, die Eigenschaften 
eines Antigens nicht besitzt [ Wells (16), Starin (17), Kahn und Mc Neil (18)}. 

Was die Rolle des Tryptophans im Pigmentwechsel anbelangt, so gibt 
es vorlaufig nur Vermutungen, daB der Pyrrolring des Tryptophans woh! 
doch zum Aufbau von Hiamochromogen, Chlorophyll und verwandter 
Pigmente ausgenutzt werden kann. 


Zur Erérterung der Frage nach der Rolle und dem Stoffwechsel 
des Tryptophans im tierischen Organismus benutzte ich als Versuchs- 
objekte Seidenraupen mit derem Sekretionsprodukt, dem Seidenkokon. 
Uber den Gehalt der Seidy an Tryptophan gibt es in der Literatur 
folgende Angaben. 


Beim Studium der chemischen Zusammensetzung des Fibroins kulti- 
vierter Seide isolierte Abderhalden (19) durch hydrolytische Spaltung die 
als Bausteine desselben dienenden Aminoséuren, unter denen jedoch das 
Tryptophan nicht anwesend ist. Die Versuche von Fiirth und Lieben (20), 
Tillmans und Alt (21) waren in dieser Hinsicht nicht erfolgreicher, obgleich 
sie sich einer kolorimetrischen Methode bedienten. Als erster sprach 
Hubbart (22) die Vermutung iiber die Anwesenheit von Tryptophan im 
Seidenfibroin aus. Spuren von dieser Aminoséure wurden zuerst von 
Matsuyama und Mori (23) nachgewiesen; isoliert wurde dann das Trypto- 
phan aus dem Seidenfibroin in kristallinischer Form von Hiratsuka (24). 
In Serizin wurde das Tryptophan qualitativ von EZ. Fischer (25) und quan- 
titativ kolorimetrisch von Alders (25) nachgewiesen. 


' Bei der Analyse der Gelatine fand Dakin (27) 0,01% Tyrosin. 

2 Auf das Vorhandensein geringer Mengen Tryptophan in der Gelatine 
weist Ida Kraus (28) hin, doch kann dies nicht als geniigend begriindet 
betrachtet werden. 
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Mich interessierte jedoch die Frage nach dem Gehalt an Tryptophan 
weniger im Fibroin und Serizin separat, als im Seidenfaden in toto, 
d. h. in der Form, wie er von der Raupe sezerniert wird. Da es mir nicht 
gelungen ist, in dieser Frage die betreffenden Literaturangaben zu 
finden, so fiihrte ich im hiesigen Laboratorium gemeinschaftlich mit 
meinen Mitarbeitern im Laufe des Jahres 1926 etwa 300 kolorimetrische 
qualitative Tryptophanbestimmungen in Seidenkokons von Raupen 
verschiedener Rassen und Ziichtungen aus (26). Hierbei stellte sich 
heraus, daB der Tryptophangehalt der Kokons kultivierter Rassen 
zwischen 0,84 bis 0,88°% schwankt; bei Kreuzung kultivierter und 
wilder Rassen steigt die Menge des Tryptophans im Seidenfaden an; so 
erreicht sie z. B. bei der Chinesischen Goldnen 0,93 °%, und bei wilden 
Rassen, wie z. B. bei der Chinesischen Tussa, steigt sie bis auf 4,69 °/, an. 

Bei Durchsicht der erhaltenen Zahlen lenkten wir unsere Auf- 
merksamkeit auf den Umstand, daB die Menge des Tryptophans im 
Seidenfaden bei einer wilden Rasse gréBer ist als bei einer kultivierte . 
Zwischen den verschiedenartigen Grinden einer solchen Erscheinung 
spielen ohne Zweifel diejenigen Bedingungen eine wichtige Rolle, in 
denen sich die Seidenraupen entwickeln, wachsen und Kokons spinnen. 
Man muB glauben, daB vor allem die von den Raupen aufgenommene 
Nahrung nicht ohne EinfluB bleibt. Des weiteren kénnte man, wie es 
scheint, bei ein und derselben Nahrung einen Zuwachs an Tryptophan 
in denjenigen Kokons erwarten, welche von den Raupen in ungiinstigeren 
aiuBeren Bedingungen gesponnen worden sind, wie dies z. B. bei wild- 
lebenden Raupen der Fall ist. Endlich erscheinen fir schwache und 
kranke Raupen selbst gute Bedingungen, Kulturbedingungen, in 
denen sie leben und ihre Kokons spinnen, als wenig oder sogar tiberhaupé 
unertraglich. 

Zur Priifung einiger von diesen Annahmen wurde eine Bilanz 
des Tryptophans in Seidenkokons, die von den Seidenraupen Bombyx 
mori der Rasse Ascoli gesponnen waren, angestellt. Diese Kokons 
wurden von Ziichtungen in Moskau aus Grene (den Eiern des Seiden- 
schmetterlings), die soeben aus Italien eingetroffen war, sowie von 
solchen des Kiewbezirks und in Astrachan erhalten; in den beiden 
letzten Fallen entstammten die Kokons der Grene derselben, aber 
bereits in diesen Orten akklimatisierten Rasse. 

Die von den genannten Ziichtungen erhaltenen Kokons wurden 
in drei Sorten getrennt. Zur ersten Sorte wurden aichte und feste, 
gut gesponnene, regelrechte Kokons vollkommen gesunder Raupen 
gerechnet. Die zweite Sorte bestand aus Kokons mit diinnerer Hiille; 
dieselben werden gewéhnlich von schwachen und seidearmen, obgleich 
gesunden Raupen gesponnen. In die dritte Sorte schlossen wir unreife, 
schlecht gesponnene, unbeendigte, atlasartige, hohle und schlecht 
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ausgearbeitete Kokons ein, d. h. solche, wie sie gewo6hnlich von kranken 
und ganz schwachen Raupen erhalten werden. 

In den Kokons jeder dieser drei Sorten fiir sich wurde die Menge 
des Tryptophans kolorimetrisch mit p-Dimethylaminobenzaldehyd 
bestimmt. Es wurden etwa 200 solcher Analysen ausgefiihrt, deren 
Resultate in Tabelle I zusammengestellt sind. Die Zahlen der zweiten, 
dritten und vierten Vertikalreihen bedeuten den Gehalt an Tryptophan 
in Prozenten und jede der Zahlen stellt das arithmetische Mittel aus 
8 bis 12 Doppelbestimmungen im Duboscqkolorimeter vor. 





Tabelle I. 
Ort der Ziichtung : Moskau Astrachan | Kiew 
Kobonsorto I... .. | 0,84 0,86 0,87 
i> a sale - 0,85 0,87 0,88 
- ee 0,88 0,91 0,92 


Bei Durchsicht dieser Tabelle in horizontaler Richtung sehen wir, 
daB ein und dieselbe Rasse, wenn sie mit Maulbeerblaittern in den 
klimatischen Verhaltnissen unseres Landes gefiittert wurde (Moskauer 
Ziichtung aus Grene, die soeben aus Italien eingetroffen war), sich in der 
ersten Generation durch geringeren Tryptophangehalt der Kokons von 
den sich bereits bei uns akklimatisierten Generationen unterscheidet. 
Weiter muB ein geringer Unterschied im Gehalt dieserAminosaure der aus 
Astrachan und Kiew erhaltenen Kokons vermerkt werden, und dieser 
Unterschied findet seine Erklirung in dem Umstande, daB im ersten 
Falle die Ziichtung auf einer Grenagestation in guten Bedingungen 
durchgefiihrt wurde, wahrend im zweiten die Kokons von verschiedenen 
Personen bezogen wurden, welche Raupen in schlechten Bedingungen 
ziichteten. Dies befindet sich auch im Einklang mit der Beobachtung, 
daB die Seidensekrete der Raupen wilder Rassen sich schon durch 
einen ganz bestimmt hohen Gehalt an.Tryptophan auszeichnen. Es 
1aBt sich folglich im gegebenen Falle feststellen, daB die Seidenraupe 
auf eine Verschlechterung der auBeren Bedingungen mit Sekretion 
gréBerer Mengen Tryptophans in den Seidenfaden reagiert. 

Wenn wir die Analyse der Tabelle in vertikaler Richtung fort- 
setzen, so finden wir, daB die Mengen des Tryptophans in dem MaBe 
auswachsen, in welchem der Ubergang von den durch gesunde Raupen 
gesponnenen Kokons zu denjenigen von schwachen (zweite Sorte) und 
kranken (dritte Sorte) Raupen stammenden stattfindet. Folglich 
reagiert der Organismus auf die Einwirkung verschiedener ihn 
schwachender Agenzien mit einer Anderung seines Eiweiistoffwechsels : 
Die schwache und kranke Raupe beginnt mehr Tryptophan in den 
Kokon auszuscheiden. 











ad 


a cal 





Rolle des Tryptophans im tierischen Organismus. 249 


Selbstverstandlich beditirfen alle diese ScbhluBfolgerungen noch 
weiterer experimenteller Bearbeitung an einer gréBeren Anzahl ver- 
schiedener Rassen und Ziichtungen. Es muB gleichfalls der EinfluB 
des von der Raupe aufgenommenen Futters in diesen Fillen allseitig 
erlautert werden. 

Zur Erléuterung der Tabelle I seien hier drei weitere Tabellen wieder- 
gegeben, die die unmittelbar am Kolorimeter abgelesenen Zahlen enthalten, 
unter der Bedingung, daB das Kolorimeter auf der 20-Teilung der Skala 
standardisiert worden ist. 


Tabelle II. 





Versuchsserie I Il Wl IV Vv VI vu vill IX x XI 

Kok te 377 39,5 42,0 41,0 44,5 43,5 39,5 41,5 | 40,0 | 383° — 

oxonsorte* 392 40.0 41.7 | 40,5 | 440/425 395 41.0 40.0 / 385 
2 


1 36,2 39,0 40.5 41,0 44,5 | 453 39,0 35,0 38,0 
37,7 39,5 40,7 42,0 43,5 | 45,3 38,5 37,0 | 38,0 


Il 38,0 | 42.5 41,0 | 39,0 | 40,0 | 37,0 37,0 87,5) 40.0) 3875 - 











$8.0 425 - 39,0 40.0 39.0 37.5 33.0 88.0) 375 — 
Tabelle 111. 
Versuchsserie : I Il ll IV Vv VI Vu vill IX xX XI 
Kokonsortel -, | 40:2 | 40,2 | 44,5 40,3 | 40,0 | 89,5 | 34,0 39,0 37,8 | 37,0 
okonsorte* 41,5 40,3 — | 45,0 40,5 40,0 | 40,2 | 84,0 38,5 36.5 | 37,0 
rr 40,2 87,0 — | 45,7 40,0 | 38,8 | 38,5 | 33,0 39.5) — | 
” 40,3 40,2 — | 45,8 39,5 | 39,0 38,2 | 83,0 385 — | 
ry 36:7 | 37,0 88,5 | 43,5 40,5 | 34,0 | 89,0 | 32,5 | 87,5 83,1 | 34,3 
” 87,0 37,0 875/440 403 — 89.0! 325) 87.5 | 82.9 
Tabelle IV. 
Versuchseerie I Il Il IV Vv VI Vil Vill IX x XI 


Kokonsorte 1 41:2 | 45,0 87,0 42,0 | 34,7 | 34,3 | 41,6 | 40,9 | 35,7 37,9. 35,5 
. 41,7 45,0 42,0 38,0 36,0 | 33,7 | 423) 41,1 | 358 444) 344 


II 42,0 | 37,0 37,0 | 45,0 | 35,2 | 35,2 | 46,0 | 38.4) — | 87,2) - 
? 42,0 39,0 340,410 — | 364/423/375' — 34 — 
i 37,5 40,0 40.0 — | 38,0 328) — | 87,9 | 35,0 | 36,6 | 33,5 
. 39,0 39,0 38,0 — 38,0 | 32,0 | 40,4 | 38,6 | 35,0 36,2 33,0 


Als Standard diente Casein (nach Hammarsten), dessen Tryptophan- 
gehalt nach Dakin gleich 1,7% gesetzt wurde. In jeder paarweisen Be- 
stimmung an ein und derselben Sorte und Serie wurden beide Halften 
ein und desselben der Lange nach zerschnittenen Kokons benutzt; sie 
wurden bis zur Gewichtskonstanz im Falle der ersten sechs Serien im 
Trockenschrank bei 110°, im Falle der letzten vier — fiinf — im Vakuum- 
exsikkator getrocknet. Als Lésungsmittel diente 31 %ige Salzsiure (Kahl- 
baum). Die Kokons der Moskauer (Tabelle IT) und Astrachaner (Tabelle ITI) 
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Ziichtungen lésten sich in der Saéure verhéltnismaéBig rasch; der ungeléste 
Teil war sehr gering und gab sich als eine wenig bemerkbare Triibung zu 
erkennen. Die Kokons der Kiewer Ziichtung lésten sich bedeutend schwere: 
und hinterlieBen nach der Lésung stets eine deutliche, wenn auch sehr 
geringe Triibung. Es mu8 darauf hingewiesen werden, daS die Art und 
Weise der Lésung als auch des Trocknens, sowie die Dauer der Bestimmung 
sich deutlich an den erhaltenen Resultaten zu erkennen gaben. 


SchluBfolgerungen, 


Ist die Seidenraupe schwach oder krank, oder sind deren Lebens- 
bedingungen ungiinstig, so sezerniert sie im Seideafaden mehr Trypto- 
phan, als dies starken, gesunden, besonders aber in giinstigen Be- 
dingungen geziichteten Raupen eigen ist. 


Literatur. 


1) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 77, 22, 1912. 2) F.G. 
Hopkins und E.G. Wilcock, Journ. of Physiol. 35, 88, 1906. — 3) Th. B. 
Osborne, L. B. Mendel und E. L. Ferry, Publ. Carnegie Inst. Washington 
156, I u. II, 1911; Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 307, 1912; Th. B. Osborn 
und L. B. Mendel, Sc. 34, 722, 1911; Journ. of biol. Chem. 18, 233, 1912; 
17, 325, 1914; 18, 1, 1914. 4) O. Fiirth und F. Lieben, diese Zeitschr. 122. 
58, 1921. — 5) EB. Abderhalden, Pfliigers Arch. f. Physiol. 195, 199, 1922. 

6) O. Fiirth und F. Lieben, diese Zeitschr. 132, 325, 1922. — 7) K. Pelczay 
und S. Karasinski, Med. Doswiadez. 2, 297, 1924; zit. nach Ber. f. d. ges. 
Physiol. 29, 746, 1925. — 8) Hsi-Chen-Chang, Endocrinology 10, 188, 1926; 
zit. nach Chem. Abstr. 21, 2497, 1927. — 9) S. Hirasawa, Journ. Isaka med. 
soc. 21, Nr. 9, 1922; Jap. med. World 3, 36, 1923. — 10) FE. Centanni und 
E. Broking, Tumori 1, 649, 1912. — 11) FE. Centarini, Pathol. 4, 573, 1913. — 
12) H. Fasal, diese Zeitschr. 55, 88, 1913. — 13) O. Fiirth und F. Lieben, 
ebendaselbst 116, 232, 1921. — 14) A. Fischer und H. Weiss, Zeitschr. f. d. 
ges. exper. Med. 48, 111, 1925. — 15; V. C. Vaughan, Protein-split Products, 
Philadelphia 1913. — 16) Wells, Journ. Infect. Dis. 5, 449, 1908; Amer. med. 
Assoc. 50, 527, 1908. — 17) Starin, Journ. Infect. Dis. 28, 139, 1918; Land- 
steiner, Zeitschr. f. Immun. 26, 152, 1917. — 18) Kahn und Me Neil, 
Journ. of Immunol. 8, 277, 1918. — 19) EB. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 120, 207, 1922. — 20) O. Fiirth und F. Lieben, diese Zeitschr. 109, 
124, 153, 1920. 21) J. Tillmans und Alt, ebendaselbst 164, 135, 1925. — 





22) W. S. Hubbart, Amer. Chem. Soc. 33, 232, 1911. — 23) I. Matsuyama 
und 7. Mori, Journ. Chem. Soc. Jap. 44, 377, 1923; zit. nach Chem. Abstr. 
17, 2718, 1923. — 24) E. Hiratsuka, diese Zeitschr. 157, 46, 1925. - 
25) N. Alders, ebendaselbst 183, 446, 1927. — 26) S. Demianowski, Mitt. a. 
d. Moskauer Forschungsinst. f. Seide 2, I, 1927, H. 3. — 27) H. D. Dakin, 
Journ. of biol. Chem. 44, 524, 1920.-— 28) I. Kraus, ebendaselbst 63, 167, 1925. 











Zur Physiologie des Plasmalogens. 


I. Mitteilung: 


Uber die Resorption des Plasmalogens und die Bedingungen fiir das 
Zustandekommen der alimentiren Plasmalogenimie. 


Von 


R. Feulgen, K. Imhiiuser und M. Westhues. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts und der 
Chirurgischen Veterinarklinik der Universitat GieBen.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1928.) » 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Nach der Auffindung des Plasmalogens und Plasmals durch 
R. Feulgen und K. Voit!, nach den Versuchen dieser in Gemeinschaft 
mit W. Stepp sowie K. Imhdusers* iiber das Vorkommen des Plasma- 
logens in der Natur ergaben sich eine Reihe von physiologisch wichtigen 
Fragen, zu deren Bearbeitung Feulgen und Imhduser* eine Methode 
zur quantitativen Bestimmung des Plasmalogens im Blutserum aus- 
gearbeitet haben. 

Die genannten Autoren hatten gefunden, daB Plasmalogen im Tier- 
reiche auBerordentlich verbreitet vorkommt, waihrend es im Pflanzenreiche 
noch nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden konnte, und K. Imhduser, 
welcher Vertreter fast simtlicher Tierklassen vom Menschen bis zu den 
Protozoen untersuchte, hatte es mit unserer histochemischen Nachweis- 
methode bei keinem einzigen der untersuchten Tiere vermiBt. Es kommt 
wohl in saémtlichen Zellen des tierischen Organismus vor, wenn auch in 
sehr verschiedener Menge, und auch einige Kérperfliissigkeiten, wie Blut- 
serum und Milch, enthalten es. Bei allen diesen Versuchen wurde niemals 
freies Plasmal mit freier Aldehydgruppe gefunden, sondern stets Plasma- 
logen, das keine freie Aldehydgruppe enthalt. 


Aus diesem verbreiteten Vorkommen des Plasmalogens muBte 
man schlieBen, daB es auch reichlich mit der animalischen Nahrung in 





1 R. Feulgen und K. Voit, Pfliigers Arch. 206, 389, 1924. 

2 W. Stepp, R. Feulgen und K. Voitt, diese Zeitschr. 181, 284. 1927. 
* K. Imhduser, ebendaselbst 186, 360. 1927. 

* R. Feulgen und K. Imhduser, ebendaselbst 181, 30, 1927. 
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den Kérper hineinkommt, und es ergab sich somit als erste Frage: 
Wird das Plasmalogen resorbiert? 

Nun wird aber aus Plasmalogen schon durch die Wirkung sehr 
schwacher Saéuren Plasmal abgespalten, und K. Voit', der die Be- 
dingungen fiir diese Saurespaltung genauer untersuchte, hatte sowoh| 
durch Reagenzglasversuche im Brutschrank als auch durch Fiitterungs- 
versuche am Menschen und Untersuchung des ausgeheberten Magen- 
inhaltes festgestellt, daB bei Hyperaziditét innerhalb von 3 Stunden 
im Magen alles Plasma] frei werden kann, bei Anaziditaét nichts und 
unter normalen Verhaltnissen ein gewisser Teil, wihrend der Rest des 
Plasmalogens unverindert bleibt. Diese Befunde Voits erschwerten 
unsere Aufgabe, denn nun ergab sich eine zweite Frage: Ist — falls 
eine Resorption stattfindet — die Abspaltung des Plasmals aus dem 
Plasmalogen notwendig fiir die Resorption, ist sie ohne EinfluB oder ist 
sie gar ein Hindernis? Diese Fragen sollen im folgenden beantwortet 
werden. 

Die Beant wortung der ersten Hauptfrage dachten wir uns folgender- 
maBen: In der tierischen Nahrung, etwa im Pferdefleisch, ist reichlich 
Plasmalogen vorhanden, in der vegetabilischen Nahrung aber, wenn 
tiberhaupt, dann verhaltnismaBig sehr viel weniger. Durch vegetarische 
Ernahrung kann man also einen Hund sehr plasmalogenarm ernahren. 
Wie verhalt sich der Plasmalogengehalt des Blutes, wenn jetzt eine 
reichliche Fleischzulage gegeben wird? Ferner kénnen wir das Plasma- 
logen auch aus dem Fleisch mit Alkohol extrahieren. Verdampft man 
den Alkohol, so hinterbleibt eine sehr plasmalogenreiche Phosphatid- 
emulsion, und bei der Reinigung dieser nach den Regeln der Phosphatid- 
chemie (Fallung mit Aceton und Cadmiumchlorid aus alkoholischer 
Lésung) geht das Plasmalogen immer in die Phosphatidfraktion hinein, 
so daB wir das Plasmalogen, wenn auch vorlaufig nur in Gesellschaft 
von Phosphatiden, wirksam reinigen kénnen. Von einer so gereinigten 
Substanz muBte man dieselben Resultate erwarten wie vom Pferde- 
fleisch. 

Der eine von uns (K. Imhduser)? hat nun gezeigt, daB die Plasma- 
logenwerte im Serum der verschiedensten Tierarten eine sehr charakte- 
ristische GréBe aufweisen, die gleichsam als Konstanten angesehen 
werden kénnen, deren Werte zah festgehalten werden. Er fand beispiels- 
weise beim Hammel stets 5 bis 10mg Plasmalogen (berechnet als 
Plasmalthiosemicarbazon) im Liter Serum, beim Rind aber 50 bis 70 mg. 
Niemals wurden beim Rinde die niedrigen Werte des Hammels gefunden, 
und niemals beim Hammel die hohen Werte des Rindes. Die Unter- 


1 K. Voit, Zeitschr. f. Biol. 88, 223, 1925. 
2 K. Imhduser, diese Zeitschr. 186, 368ff., 1927. 
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schiede sind so charakteristisch, daB man bei der Anstellung der 
Reaktionen im Reagenzglas auch ohne Kolorimeter ohne weiteres das 
Rinderserum vom Hammelserum unterscheiden kann. Diese Konstanz 
der Plasmalogenwerte muBte unsere Untersuchungen sehr erleichtern, 
da andere wesentliche Momente fiir die Beeinflussung der Plasmalogen- 
werte nicht in Frage kamen!. 


Versuche. 


Die ersten Versuche fiihrten wir an einem Hunde durch, der mehrere 
Wochen hindurch bei einer zwar gemischten, aber doch sehr fleischarmen 
Kost gehalten worden war. Er hatte wahrend dieser Zeit, wie wiederholte 
Untersuchungen ergeben hatten, einen Plasmalogengehalt von 10 bis 15 mg 
Plasmalogen im Liter Serum berechnet als Plasmalthiosemicarbazon. Als 
er aber jetzt wihrend 14 Tage eine Zulage von 1 kg Pferdefleisch pro Tag 
erhielt, stiegen die Plasmalogenwerte im Serum auf etwa das Doppelte an, 
um nach Aussetzen der Fleischnahrung wieder auf den Anfangswert ab- 
zusinken. Die gemessenen Werte waren folgende: 





| Pro Liter Serum Pro Liter Serum 
Tage Tage 
mg mg 

1 13,6 12 } 24,7 
5 28,1 15 17,5 
8 25.6 17 13,8 
30 

| g/t 

cate 
20} 

| >. 
0 

| 

age 
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Abb. 1. 


Die dazugehérige Abb. 1 zeigt, daB wahrend der tagelangen Fleisch- 
zulage ein ebenso lange andauernder, doppelt so hoher Plasmalogengehalt 
im Serum besteht. Zugleich zeigt aber dieser Versuch, daB die Plasmalogen- 
werte des Blutserums derart von dem Plasmalogengehalt der Nahrung 
abhangig sind, daB die oben erwaéhnten Konstanten nur bei plasmalogen- 
freier bzw. sehr plasmalogenarmer Nahrung erhalten werden kénnen. 

Um die zeitlichen Verhaltnisse bei der Resorption des Plasmalogens 
genauer zu untersuchen, wurde das Verhalten der Plasmalogenkurve nun- 


1 Eine Ausnahme bilden hier jugendliche Tiere. Diese zeigen Ver- 
haltnisse, wie sie beim erwachsenen Tiere nie wieder beobachtet werden 
kénnen. Hieriiber wird K. IJmhduser in kurzer Zeit berichten. 
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mehr bei einmaliger Verabreichung von 1 kg Fleisch verfolgt, wobei dem 
Hunde alle 4 bis 8 Stunden Blut entnommen wurde. Abgesehen von dieser 
einmaligen Fleischzulage, war der Hund vegetarisch ernahrt worden. 





7 mg/l Stunden | Pro ee ren Pale a Pro ne Serum 
0 13,8 24 22.8 
- 4 15,2 36 13 1 
12 22'4 
a 


Aus der entsprechenden Abb. 2 ist ersichtlich, 
10 daB nach 4 bis 8 Stunden also auf der Héhe der 
Verdauung und Resorption, ein machtiger Anstieg 
des Serumplasmalogens erfolgt, der 24 Stunden 








Srunden anhalt und erst nach 36 Stunden wieder zum 
$8 CUUNULS Anfangswert abgesunken ist. 
Abb. 2. Die beschriebenen Versuche wurden durch 


Verfiitterung von plasmalogenreichem Pferde- 
fleisch angestellt. Es folgen Versuche, bei denen eine plasmalogenreiche 
Phosphatidemulsion benutzt wurde. Zu ihrer Darstellung wurde Pferde- 
fleisch, das in der Fleischmiihle zerkleinert war, im Wasser zur besseren 
Verarbeitung aufgekocht, durch mehrtigiges Wissern von wasserlés- 
lichen Bestandteilen méglichst befreit und dann wiederholt mit Alkohol 
extrahiert. Nach dem Verdampfen des Alkohols unter vermindertem 
Druck hinterblieb eine plasmalogenreiche Phosphatidemulsion, die durch 
wiederholtes Verdiinnen mit Wasser und Wiederabdampfen alkoholfrei 
gemacht wurde’. Es wurde so eingerichtet, daB 10kg Fleisch 1 Liter 
Emulsion lieferte, die wir ,,Stammemulsion“ nannten. Diese Emulsion 
kann man nach den Regeln der Phosphatidchemie reinigen, ohne daB der 
Plasmalogengehalt abnimmt. Da diese Emulsion nicht freiwillig, auch 
nicht nach Vermischen mit vegetabilischem Futter genommen wurde, so 
muBte sie mit dem Magenschlauch eingefl6Bt werden. Die folgenden Ver- 
suche zeigen dip Serumplasmglogenwerte eines Hundes, dem 100 ccm 
Emulsicn, entsprechend |] kg Fleisch, gegeben wurden. 





30, mg/l Stundes Pro Liter Serum Stunden | Pro Liter Serum 


mg mg 
0 17,1 7 23,6 
20 3 29,5 24 21,9 


Die diesen Werten entsprechende Kurve der Abb. 3 
ist in demselben Ma8stab gehalten wie die mit Fleisch 
10 erzielten. Es sind im wesentlichen auch dieselben 

Mengen Plasmalogen verfiittert worden; denn 100 ccm 

Emulsion der Abb. 3 entsprechen 1 kg Fleisch der 

Stunden Abb. 2. Trotzdem sieht die Kurve anders aus. Sie 
#82622 erscheint gegeniiber der mit Fleisch erzielten seitlich 
Abb. 3. zusammengedrangt. Das Erscheinen und Verschwinden 





1 Das Verfahren ist genauer beschrieben bei R. Feulgen und K. Voit, 
Pfliigers Arch. 206, 403, 1924. 
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des resorbierten Plasmalogens spielt sich in kiirzerer Zeit ab. Der Héhe- 
punkt des Plasmalogengehaltes, der in Abb. 2 nach Verfiitterung von 
Fleisch erst erheblich spaéter als nach 4 Stunden eintritt, stellt sich nach 
Verfiitterung der aquivalenten Menge Emulsion schon in 3 Stunden ein, und 
wahrend die héchsten Werte sich beim Fleisch von der 12. bis 24. Stunde 
erstrecken, ist bei Verfiitterung von Emulsion schon nach 7 Stunden der 
Héhepunkt iiberschritten. Dieses eigentiimliche Verhalten erklart sich 
daraus, daB beim Fleisch das Plasmalogen vom Gewebe eingeschlossen ist 
und erst mit dem Fortschreiten der Verdauung freigegeben wird. Das 
Plasmalogen wirkt daher im Fleisch langsamer, aber nachhaltiger. Bei 
der Verfiitterung der Emulsion hingegen fallt die Notwendigkeit einer 
vorherigen EiweiBverdauung fort; das Plasmalogen wird schneller resorbiert, 
verschwindet aber auch schneller aus dem Blute, da der Nachschub fehlt. 

Weitere Versuche wurden mit einem Pflanzenfresser gemacht (Hammel). 
Der Hammel pflegt als Pflanzenfresser sehr wenig Plasmalogen mit der 
Nahrung zu sich zu nehmen, vielleicht iiberhaupt keins; denn, wie oben 
angedeutet, ist der Gehalt der pflanzlichen Substanzen an Plasmalogen 
zum mindesten so gering, daB der eindeutige Nachweis noch nicht erbracht 
werden konnte. So vermag denn auch die normale Nahrung des Hammels 
keine Anderung der Serumplasmalogenwerte hervorzurufen, und die Werte 
niichtern und auf der Héhe der Resorption bleiben gleich, was bereits von 
K. Imhduser festgestellt worden war'. 

Der Hamme! hatte hinsichtlich seiner Plasmalogenwerte bereits wochen- 
lang unter unserer Kontrolle gestanden. Es waren in dieser Zeit stets Werte 
um 6mg herum gefunden worden. Der Hammel gehért zu den Tieren 
mit niedrigsten Plasmalogenwerten. Dem Tiere wurden nun 300 ccm 
..Stammemulsion“* mit einem Magenschlauch gegeben. Die gemessenen 
Plasmalogenwerte im Serum waren folgende: 














Stunden Pro Liter Seruin Senin Pro Liter Serum 
mg mg 
0 5,7 36 83 
3 6,4 48 7,¢ 
. 8,6 72 7,7 
9 1,0 96 5.7 
24 19,9 120 5.9 
“| mglt 
10 /f-— 
/ 5, nee Stinitinaibtiindii 
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& 
Stunden 
$8 @ 6202 28 2H 40 W 4B 82 5660 EY 68 72 16 0 BH 
Abb. 4. 


Diesen Werten entspricht die Abb. 4. Man sieht hier ebenfalls einen 
Anstieg der Plasmalogenwerte im Serum auf etwa das Doppelte. 


1 K. Imhduser, diese Zeitschr. 186, 371. 1927. 
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Trotz des geringen und zweifelhaften Plasmalogengehalts pflanzlicher 
Nahrung beobachtet man nicht etwa bei Pflanzenfressern die kleinsten 
Plasmalogenwerte im Serum, im Gegenteil, Rinder weisen die héchsten 
Werte auf, die wir bis jetzt beobachtet haben, und hier ergibt sich eine 
Frage von groBer theoretischer und praktischer Bedeutung: Kann das 
Plasmalogen im Organismus synthetisiert werden oder nicht ? Mit anderen 
Worten, mu das Plasmalogen in der Nahrung vorhanden sein, und sind 
hier Unterschiede zwischen Fleisch- und Pflanzenfresser? Diese Fragen 
kénnen wir zurzeit noch nicht beantworten, werden sie aber im Auge 
behalten. 

Uberblickt man die bisher mitgeteilten Versuche, so erkennt man. 
daB nach Darreichung von plasmalogenreichen Stoffen sowohl beim 
Hunde als auch beim Hammel ein Anstieg des Serumplasmalogens bis 
auf das Doppelte eintritt. Es fragt sich nun: 

1. Stammt das, was wir als Anstieg des Plasmalogens wahrend 
der Verdauung beobachten, wirklich aus der Nahrung? 

2. Wenn ja, handelt es sich um Plasmal oder Plasmalogen? Diese 
Frage bedarf deswegen einer besonderen Beantwortung, weil, wie er- 
wahnt, im Magen wegen der dort herrschenden sauren Reaktion aus 
Plasmalogen Plasmal entstehen kann und unsere quantitative Be- 
stimmung des Plasmalogens auf dem Vorkommen von Plasma] im 
Plasmalogen beruht. Durch die saure Reaktion der fuchsinschwefligen 
Saure wird das Plasmal aus dem Plasmalogen frei und reagiert unter 
Farbstoffbildung mit der fuchsinschwefligen Saure, gleichzeitig aber 
auch Plasmal, das nicht in Form von eiemaaigen vorkommt, sondern 
von vornherein frei gewesen war. 


Zu 1 ist festzustellen, daB nur plasmalogenreiche Nahrung den , 


Plasmalogenanstieg im Serum hervorruft, eine plasmalogenarme aber 
nicht. Ein Hamme] zeigt keinerlei Schwankungen seines Plasmalogen- 
wertes bei normaler plasmalogenarmer pflanzlicher Ernahrung, sondern 
nur nach Verabreichung von plasmalogenreicher Emulsion. Das 
gleiche gilt fiir den Hund, der ebenfalls bei vegetarischer Ernahrung 
keine Schwankungen zeigt, sondern nur nach Zulage von plasmalogen- 
reichem Fleisch oder ebensolcher Emulsion. Dies ausdriicklich zu 
betonen, erscheint keineswegs tiberflissig, da man den bei der Ver- 
dauung und Resorption beobachteten Anstieg des Serumplasmalogens 
auf eine Mobilisierung von endogenem Organplasmalogen wahrend 
der Verdauung zuriickfiihren kénnte. 

AuBerdem haben wir aber dafiir, daB das im Serum neu in Er- 
scheinung tretende Plasmalogen der Nahrung entstammt, einen ein- 
deutigen Beweis, wie aus den weiter unten zu beschreibenden Versuchen 
hervorgeht, deren Resultat hier vorweggenommen werden soll: Nur 
das unverinderte Plasmalogen erzeugt, in den Magen-Darmkanal 
hineingebracht, einen Anstieg im Blute, nicht aber freies Plasmal. 
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Durch einfaches Stehen der plasmalogenhaltigen Emulsion mit ver- 
diinnten Saéuren (Freiwerden von Plasmal) kann man bewirken, dab 
die Emulsion bei nachtraglicher Verfiitterung gar keine mit fuchsin- 
schwefliger Saure nachweisbare Veranderung des Serums mehr hervor- 
ruft. Durch eine fiir das Plasmalogen charakteristische Veranderung 
im Futter kénnen wir also sowohl das Auftreten von Plasmalogen als 
auch von Plasmal im Serum verhindern. 

Somit kann kein Zweifel bestehen, daB die bei der Verfiitterung 
von plasmalogenhaltigem Material beobachtete Plasmalogenadmie ali- 
mentéren Ursprungs ist. 

Zu 2. Handelt es sich bei dem beobachteten Anstieg der mit 
fuchsinschwefliger Séure reagierenden Substanz im Serum um Plasma- 
logen oder Plasmal? (Im vorstehenden wurde ihre Erkennung als 
Plasmalogen vorweggenommen.) Diese Frage schien im Anfang nicht 
leicht zu beantworten. Zwar haben wir einen charakteristischen Unter- 
schied zwischen Plasmalogen und Plasmal: das Plasmal reagiert sofort 
mit fuchsinschwefliger Saure, das Plasmalogen aber erst nach langerer 
Zeit, weil durch die Aziditat der fuchsinschwefligen Séure aus Plasma- 
logen Plasmal erst frei gemacht werden mu8. Ja, wir verfiigen in der 
Tatsache, daB Sublimat imstande ist, dies augenblicklich zu besorgen, 
iiber ein sehr charakteristisches Unterscheidungsmerkmal zwischen 
Plasmalogen und Plasmal, das auch in unserer ,,Plasmalreaktion“ 
benutzt wird. Aber sebst diese Reaktion schien uns nicht eindeutig 
genug, wenn man mit der Méglichkeit rechnen muBte, dab im Serum 
neben Plasmalogen auch Plasmal vorkommen kénnte, das auf das im 
Magen wegen der dort herrschenden sauren Reaktion frei gewordene 
Plasma] zuriickgefiihrt werden muBte. Wir kénnen jetzt diese Frage 
mit Sicherheit dain beantworten, daB im Serum nur Plasmalogen 
vorkommt, daB freies Plasma] niemals in nachweisbarer Menge sich im 
Blutkreislauf halten kann. 

Es gibt gar keine alimentare Plasmalimie, sondern nur eine alimen- 
tare Plasmalogenimie. Diese Erkenntnis ergab sich von selbst aus den 
jetzt zu beschreibenden Versuchen. 

Nachdem wir mit Sicherheit festgestellt hatten, daB das Plasma- 
logen der Nahrung resorbiert werden kann, wenden wir uns nunmehr 
unserer zweiten Hauptfrage zu: Ist das Freiwerden des Plasmals durch 
die Aziditdt im Magen erforderlich fiir die Resorption, ist es gleichgiiltig, 
oder ist es ein Hindernis? 

Die Beantwortung dieser Frage wurde, wie erwahnt, nétig, nach- 
dem K. Voit nachgewiesen hatte, daB auch bei normaler Aziditaét im 
Magen ein Teil des Plasmalogens zersetzt wird, daB sogar bei Hyper- 
aziditéit innerhalb von 3 Stunden alles Plasmal frei gemacht werden 
kann. Gerade der Umstand, da8 unter normalen Umstanden im Magen 
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nur ein Teil des Plasmalogens sich zersetzt, der Rest aber nicht, bracht« 
eine solche Unsicherheit hinein, daB wir bei unseren Versuchen den 
Magen umgehen muBten. Unser Gedankengang war dabei folgender 
Wir injizierten in das Jejunum eines Hammels einmal eine plasmalogen 
reiche (also genuine) Emulsion und nach langerer Zeit — nachdem 
das Tier sich erholt hatte —- an derselben Stelle eine plasmalreiche und 
beobachteten, ob eine von den Emulsionen oder beide eine alimentar« 
Plasmalogenamie oder Plasmalimie verursachten. Die plasmalhaltig: 
Emulsion stellten wir aus der plasmalogenhaltigen her, indem wir je 
300 ccm Stammemulsion, die auf 40° erwirmt war, mit 30 ccm n HC! 
vermischten und dann noch 4 Stunden bei 38° im Brutschrank stehen 
lieBen. In dieser Zeit ist mit Sicherheit alles Plasmal frei geworden 
Dann wurde mit Natronlauge neutralisiert, wobei Natriumchlorid 
entsteht. Um gleiche Verhaltnisse zu haben, fiigten wir der genuinen 
Emulsion so viel Kochsalz hinzu, wie bei der anderen Emulsion durch 
die Neutralisation der Salzsiure durch Natronlauge entstanden war 
Wir erhielten so zwei Emulsionen, die im wesentlichen dasselbe ent- 
hielten und sich nur dadurch unterschieden, daB die eine bei saurer 
Reaktion eine sehr milde Spaltung durchgemacht hatte, die andere 
aber nicht. 

Die Injektion erfolgte nach Laparotomie. Der Hammel wurde auf 
den Riicken gelegt, und die Bauchhéhle unter Lokalanisthesie in der linea 
alba im Bereich der regio umbilikalis durch einen 15cm langen Schnitt 
eréffnet. Nach einer etwas miihsamen Zuriickdrangung der vorquellenden 
Fettmassen wurde eine kraniale Jejunumschlinge aufgesucht, vorgezogen 
und dann die auf Kérpertemperatur erwairmte Emulsion infundiert. Die 
Einstichstelle wurde durch eine Serosanaht verdeckt und die Faden zur 
Kenntlichmachung der Infusionsstelle lang abgeschnitten. Da jedoch 
durch den groBen Bauchumfang dieses Hammels die ventrales Bauchwand 
stark gespannt war, platzte die Serosa-Fasciennaht nach 24 Stunden auf, 
worauf das Tier an Peritonitis zugrunde ging. Die mit diesem Tiere er- 
mittelten Werte wurden daher verworfen. Es gelang aber, das zweite Tier 
am Leben zu erhalten und nach einigen Wochen die zweite Operation aus- 
zufiihren. Bei der ersten Laparotomie wurde die plasmalhaltige Emulsion 
in das Jejunum injiziert, bei der zweiten die plasmalogenhaltige. Hierbei 
wurde die erste Injektionsstelle wiedergefunden und an derselben Stelle 
wieder injiziert, damit in beiden Versuchen die fiir die Resorption zur Ver- 
fiigung stehenden Darmabschnitte gleich waren. Die im Serum beobachteten 
Plasmalogenwerte (berechnet auf Plasmalthiosemicarbazon) waren folgende : 





Venn an ne mit Veeee = B neme mit 
Stunden Pro ~~ Pro lisse Soram Stunden | Pro 7 Pro Liter i 
mg mg mg me 
0 5,3 5,0 9 — 13,4 
1 4,8 4,3 12 48 _ 
8 5,0 5,1 24 5,1 6,1 
6 4.5 7,4 46 —- 5,0 
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Die Werte beider Versuche sind der Abb. 5 zugrunde gelegt. Die 
punktierte Kurve entspricht den mit der plasmalhaltigen Emulsion ge- 
wonnenen Werten. Man sieht, daf lediglich die genuine, d. h. plasmalogen- 
haltige Emulsion einen machtigen Anstieg des Sreumplasmalogens hervorruft, die 
plasmalhaltigen dagegen nicht. Nach diesem Befunde war zu erwarten, da8 wir 
nach Verfiitterung der beiden Emulsionen per os dhnliche Resultate er- 
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Abb. 5. 


zielen konnten: Die plasmalogenhaltige Emulsion muBte dabei eine Plasma- 
logendémie hervorrufen, die plasmalhaltige dagegen weder eine Plasmalogen- 
amie noch eine Plasmalimie. Hierbei konnte zugleich bewiesen werden, 
da8 nur der Anteil des Plasmalogens, der einer Spaltung im Magen entgeht, 
den Anstieg im Serum hervorruft, nicht aber das im Magen frei gewordene 
Plasmal. Die folgenden Versuche wurden in diesem Sinne angestellt. 

Es wurden einem Hammel mit der Schlundsonde einmal 300ccm 
genuiner (plasmalogenreicher) Emulsion eingeflé8t, dann nach einigen 
Tagen demselben Hammel die gleiche Menge plasmalhaltiger Emulsion. 
Die beobachteten Serumwerte waren folgende: 








Versuch mit Versuch mit Versuch mit Versuch mit 
s Plasma! : Plasmalogen : Plasmal : Plasmalogen : 
Stunden Pro Liter Serum Pro Liter Serum Stunden Pro Liter Serum | Pro Liter Serum 
mg mg mg mg 
0 6,5 48 12 7,1 12,5 
3 6,1 7,0 24 6,8 7,5 
6 6,9 15,0 46 7,1 5,1 
9 6,9 
" nolt 
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Abb. 6. 
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In der Abb. 6 sind diese Werte eingezeichnet, und zwar entspricht die 
gestrichelte Kurve wieder den mit plasmalhaltiger Emulsion erzielten 
Werten. Auch hier sieht man, daB die Emulsion keinerlei Erscheinungen 
mehr im Serum hervorrufen kann, wenn durch verdiinnte Séuren aus dem 
Plasmalogen das Plasmal abgespalten worden war. Zu beachten ist jedoch, 
da8 wir hier lediglich die Plasmalkomponente des Plasmalogens betrachten, 
weil wir nur sie allein kolorimetrisch erfassen kénnen. Uber das Schicksal 
des anderen vielleicht noch vorhandenen Paarlings ist nichts bekannt. 


Es ergab sich jetzt die Frage, worauf dieses unterschiedliche Ver- 
halten des Plasmals und Plasmalogens bei der Resorption zuriick- 
zufiihren ist. Wird freies Plasmal tiberhaupt nicht resorbiert, oder 
wird es zwar resorbiert, aber gleich wieder aus dem Blutkreislauf ent- 
fernt? Um diese Frage der Beantwortung naher zu bringen, unter- 
suchten wir das Verhalten von freiem, inéravenés injiziertem Plasmal, 
insbesondere, ob freies Plasmal tiberhaupt im Kérper existenzfahig ist, 
oder ob es sogleich wieder entfernt bzw. chemisch verandert wird. 
Die Tatsache, daB Plasmal im gesamten Tierreiche noch nicht frei, 
sondern nur in Form von Plasmalogen gefunden worden ist, lieB uns 
vermuten, daB die Aldehydgruppe sehr reaktionsfahig ist. und in kurzer 
Zeit wieder aus dem Kérper verschwindet. Unser Gedankengang war 
in der Tat richtig, wie die folgenden Versuche zeigen. 

Wir haben durch Injektion von 25 cem plasmalogenhaltiger Emulsion 
in die Vena jugularis eines Hammels den Kérper des Tieres gleichsam mit 
Plasmalogen tiberschwemmt, und in Blutproben, die in kurzen Zeitabstanden 
aus der anderen Halsvene entnommen waren, den Plasmalogengehalt des 
Serums festgestellt. Demselben Tiere wurden einige Tage darauf 25 ccm 
plasmalhaltiger Emulsion eingespritzt. Die Injektion erfolgte langsam 
im Verlaufe von etwa 1 Minute. Das Tier zeigte sich zwar nach der Injektion 
unruhig und etwas kurzatmig, iiberstand aber den Eingriff ohne Schaden. 
Die im Serum ermittelten Werte waren folgende: 





Versuch mit Versuch mit Versuch mit Versuch mit 
Plasma! : Plasmalogen : Plasmal : Plasma 
Pro Liter Serum Pro Liter Serum Pro Liter Serum | Pro Liter Serum 

mg mg , mg mg 
0 Min. 7,1 7.5 30 Min. 8,0 18,5 
= 8,7 38,0 GP.6 6,2 13,1 
oe 74 26,3 2 Std. 6,5 11,4 
—_ 8,1 21,7 i — 8,7 
ee 7,6 20,8 S.“» _ 7,2 





Diesen Werten entspricht die Abb. 7. Die gestrichelte Kurve entspricht 
den mit der plasmalhaltigen Emulsion erzielten Werten. Das Bild ist 
auBerordentlich charakteristisch. Man sieht, da8 durch die plasmalogen- 
reiche Emulsion der Serumplasmalogenwert von 7 auf fast 40 emporschnellt, 
daB8 das Plasmalogen dann allméhlich aus dem Serum verschwindet, aber 
noch nach 2 Stunden deutliche Spuren hinterliBt. Bei dem Versuche mit 
Plasmal ist nichts dergleichen zu sehen. Obgleich wir hier die gleiche Menge 
Plasmal injiziert haben, wie in dem ersten Versuche in Form von Plasmalogen, 
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und obgleich Plasmal kolorimetrisch genau so erfait wird wie Plasmalogen 
(die Farbstoffbildung findet sogar schneller statt, weil die Aldehydgruppe 
durch die Aziditét der fuchsin-schwefligen Saéure nicht erst frei gemacht 
zu werden braucht), ist schon nach 5 Minuten nichts mehr vom injizierten 
Plasmal zu entdecken. Ja, wir haben den Versuch wiederholt, und un- 
mittelbar nach der Injektion des Plasmals in die eine Halsvene, Blut zur 
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Abb. 7. 


Untersuchung aus der anderen entnommen, aber auch in/ diesem Serum 
war nicht mehr Plasmal zu entdecken als bereits vorher in Form von Plasma- 
logen vorhanden gewesen war. Mit anderen Worte, der Organismus 
duldet kein freies Plasmal im Kreislauf. Kiinstlich in das Blut hinein- 
gebrachtes Plasmal wird — im Gegensatz zum Plasmalogen — schon 
beim ersten Umlauf des Blutes wieder entfernt bzw. chemisch verandert 
(oxydiert ?). 

Diese Befunde beantworten automatisch eine andere oben auf- 
geworfene Frage’, ob nimlich das, was wir nach Darreichung einer 
plasmalogenreichen Nahrung im Serum als Anstieg kolorimetrisch 
erfassen kénnen, Plasmalogen oder Plasma! ist, eine Frage, die wegen 
der Méglichkeit des Freiwerdens von Plasmal im Magen unser erl.éhtes 
Interesse beansprucht. Es ist sicher Plasmalogen und kein Plasmal. 


Wenn wir hier sagen, daB der Organismus kein freies Plasmal 
duldet, so soll damit nicht gesagt sein, daB freies Plasmal nicht im 
intermediiren Stoffwechsel entstehen und eine Rolle spielen kénne. 
Im Gegenteil, wir glauben, daB die Aldehydgrpupe sich intermediir 
betatigt, was sie aber nur im freien Plasmal kann. 

In diesem Zusammenhang sei ein weiterer Versuch mitgeteilt, 
indem wir 100ccm der plasmalogenhaltigen Emulsion subkutan inji- 
zierten. 


* Siehe 5. 256. 
Biochemische Zeitschrift Band 193 18 
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Diese Injektion erzeugt ebenfalls eine Plasmalogenamie, die viel langere 
Zeit andauert als die durch intravenése Injektion hervorgerufene; denn 
sie besteht noch 9 Stunden nach der Injektion. Die Langsamkeit, mit der 
das subkutan angelegte Plasmalogendepot resorbiert wird, macht die 
lange Dauer der Plasmalogeniémie verstaéndlich. Eine subkutane Injektion 
von Plasmal ist ohne Einflu8. Wir geben im folgenden nur die Werte fiir 
den Plasmalogenversuch wieder (dazu Abb. 8). 





Versuch mit Plas.nalogen : Versuch mit Plasmalogen 
Stunden Pro Liter Scrum Stunden Pro Liter Serum 

mg mg 
0 5,5 6 9.1 
My 56 9 6,1 
1 53 13 5,3 
2 5,8 24 5,5 
+ 8,1 





ey weg a 


- 





ee Stunden 
PIESCETEIUDNUL EMEC BO DE 2 24 
Abb. 8. 





Wenn nun Plasmal so schnell wieder aus dem Kreislauf verschwindet, 
fragt man nach der Ursache. Wir haben festgestellt, daB Blut auferhalb 
des Kérpers nicht imstande ist, das Plasmalogen oder Plasmal so zu ver- 
andern, daB die Reaktionsfahigkeit dieser Stoffe mit der fuchsinschwefligen 
Saure verschwiinde oder nachlieBe. Zu diesem Versuche haben wir je 
30 ccm defibriniertes Hammelblut einmal mit 0,25 cem plasmalogenhaltiger, 
das andere Mal mit 0,25 ccm plasmalhaltiger Emulsion versetzt und im 
Brutschrank stehengelassen. Die Werte blieben unverandert und waren 
folgende: 





Versuch mit Plasmal: | Versuch mit Plasmalogen: 
Stunden Pro Liter Serum Pro Liter Serum 
mg mg 
0 31,3 44.6 
2 29.8 44,1 
6 30,9 46,9 


Siehe auch Abb. 9. Der Pfeil bei dem Werte 5 mg bedeutet die im 
Hammelblut vorhandene Plasmalogenmenge. 


So muBten wir also annehmen, daB das Verschwinden des Plasmals 
aus dem Blutkreislauf auf die Tatigkeit von K6rperzellen zuriickzufiihren 
ist, und wir vermuten, da8 dies keine Funktion bestimmter Zellen oder 
Organe ist, sondern da8 dazu alle Zellen befahigt sind. Ubertragen wir 
diese Anschauungen auf unsere Resorptionsversuche mit Plasmal, so miissen 
wir die Frage, ob Plasmal resorbiert wird oder nicht, dahin beantworten, 








~~" 4S 4S  @& 





Plasmalogen. I. 263 


da8 freies Plasmal entweder gar nicht von der Darmschleimhaut auf- 
genommen wird, oder aber, wenn das doch geschieht, dann jedenfalls ver- 








Abb. 9. 


mutlich schon in der Darmwand sofort festgehalten oder chemisch so 
verandert wird, daB es keine Reaktion mit der fuchsinschwefligen Saéure 
mehr gibt. 


Zusammenfassung. 


Mit der animalischen Nahrung kommt reichlich Plasmalogen in 
den Kérper hinein. Im Darm kann es resorbiert werden, wobei es gleich- 
giltig ist, ob mit der Nahrung plasmalogenreiches Fleisch oder eine 
daraus hergestellte plasmalogenreiche Pi orp! atidemulsion gegeben 
wird. Es verursacht eine alimentir bedingte Plasmalogenimie, das 
freie Plasma] jedoch nicht, da es entweder tiberhaupt nicht von der 
Darmschleimhaut aufgenommen wird, oder aber, wenn das doch 
geschieht, dann jedenfalls (vermutlich schon in der Darmwand) sofort 
festgehalten oder chemisch verindert wird, so daB es keine Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Saure mehr gibt. Denn der Organismus, duldet 
in seinem Blutkreirlauf kein freies Plasmal; waihrend intravends in- 
jiziertes Plasmalogen iiber eine Stunde lang im Blutserum nachgewiesen 
werden kann, verschwindet unter denselben Bedingungen einverleibtes 
Plasmal so schnell wieder aus dem Blute, daB sein Nachweis iiber- 
haupt nicht méglich ist. Hierfiir ist das Gewebe verantwortlich zu machen, 
da Blut auBerhalb des Kérpers weder Plasmalogen noch Plasmal an- 
greifen kann. Im Magen wird ein Teil des Plasmalogens durch die dort 
herrschende saure Reaktion unter Abspaltung von Plasmal zersetzt. 
Nur der intakt gebliebene Anteil erzeugt nach dem Gesagten die alimen- 
tare Plasmalogenimie, nicht aber das frei gewordene Plasma]. Es gibt 
daher auch keine alimentiére Plasmalimie, sondern nur eine Plasma- 
logenimie. 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln ausgefiihrt, dje uns von 
der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur Verfiigung 
gestellt worden waren. 


i8* 


Uber die Stérung des 
Zuckerstoffwechsels bei Trypanosomiasen und Spirochiatosen. 


Von 
Kurt Sehern. 


{Aus dem Bakteriologischen Institut der Tierarztlichen Hochschule zu 
Montevideo (Uruguay).] 


(Eingegangen am 4. November 1927.) 


Im Jahre 1908 ist von mir im Uhlenhuthschen Laboratorium 
des Reichsgesundheitsamtes zu Berlin ein merkwiirdiges Phinomen 
bei Trypanosomen beobachtet worden: Wenn zu labilen Trypanosomen 
(Dourine, Nagana, Schlafkrankheit usw.), die soeben im mikro- 
skopischen Praparat unbeweglich geworden sind, etwas frisches Serum 
eines Warmbliiters hinzugefiigt wird, so erlangen die Parasiten ihre 
urspriingliche Beweglichkeit wieder, ,,sie leben wieder auf. Bei 
weiterer Untersuchung dariiber, ob eventuell andere Organe auch dieses 
Phinomen auslésen kénnen, ist die Leber von mir als ein solches 
Organ erkannt worden. Sie nimmt in dieser Beziehung eine elektive 
Stellung den anderen Organen gegeniiber ein. Versuche, das Phinomen 
weiter aufzukliren, haben seinerzeit kein eindeutiges Resultat ge- 
geben und auch die friiheren Angaben tiber bestimmte Eigenschaften 
der Sera in bezug auf die Trypanosomen usw. von Bruce, Plimmer 
und Bradjord, Theiler, Ligniéres, Ponsell, C. Biot, R. Biot und Richard, 
von Fleig, Johns, Hagemeister, Simons u. a. haben nicht als Grundlage 
dafiir benutzt werden kénnen, in welcher Richtung die Ursache des 
Phinomens zu suchen ist. 

Trotzdem ist es mir schon seinerzeit gelungen, meine Befunde 
in nihere Beziehung zu den Vorgingen zu bringen, die sich wahrend 
einer Trypanosomen- und Spirochateninfektion im Organismus abspielen, 
was von entscheidender Bedeutung fiir die neuerdings von mir ge- 
wonnene Erkenntnis der Pathologie usw. der in Rede stehenden Krank- 
heiten gewesen ist. Bei der Untersuchung auf Anwesenheit der das 
erwihnte Trypanosomenphinomen auslésenden Substanzen in mit 
den fraglichen Parasiten infizierten Organismen ist von mir beobachtet 
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worden, daB die ,,wiederbelebenden** Stoffe mit dem Fortschreiten der 
Infektion nach und nach so verschwinden, daB Serum wnd Leber von 
Tieren, welche den genannten Parasiteninfektionen erlegen sind, das 
Phiinomen der ,,Wiederbelebung™ nicht auslésen. Wenn ich aber solche 
infizierten Versuchstiere, bei denen die fraglichen Substanzen im 
Schwinden begriffen waren, mit einem entsprechenden Heilmittel 
(Atoxyl) behandelte, so nahmen die Stoffe mit dem Fortschreiten der 
Heilung wieder zu. 

Das hat dazu gefiihrt, daB ich zusammen mit Citron die Leber 
hochgradig infizierter Versuchstiere mit Ldévulose (Schering) belastet 
habe. Es ist dabei festgestellt worden, daB die Leber der Kohlehydrat- 
belastung nicht widersteht. Somit ist erstmalig der Nachweis einer 
funktionellen Leberstérung bei der Trypanosomiasis gelungen. 

Mit Hilfe von Hefegirversuchen ist es mir weiterhin méglich ge- 
wesen, zu zeigen, daB einerseits in den Extrakten von Lebern der 
an einer akuten Trypanosomiasis oder Spirochitose verwendeten Tiere 
vergirbare Substanzen fehlen und da8 andererseits vergorene Extrakte 
von Lebern normaler Tiere das ,,Wiederbelebungsphinomen“ nicht 
mehr auslésen, obwohl diese letztgenannten Extrakte im unvergorenen 
Zustande ,,wiederbelebend“ wikken. Auch Extrakte aus Lebern ver- 
hungerter Tiere wirken nicht ,,wiederbelebend“. Aus diesen Versuchen 
habe ich geschlossen, daf der Zucker aus dem Organismus der Tiere, die 
den genannien Parasiteninfektionen zum Opfer gefallen sind, zwm groBen 
Teile verschwunden ist. 

Es sind auch von mir Ldvulose und Deztroselésungen mit soeben 
unbeweglich gewordenen Trypanosomen zusammengebracht worden 
mit dem Resultat, daB auch diese Zucker den ,,wiederbelebenden“ 
EinfluB auf die Parasiten ausiiben. Bei weiterer Priifung anderer 
Substanzen in dieser Bezichung habe ich feststellen kénnen, daB die 
Trypanosomen usw. sehr gut diejenigen Kérper elektiv benutzen, 
welche fiir die Fortdauer ihrer Beweglichkeit bzw. ihres Lebens be- 
deutungsvoll sind. Lactose kinnen die Trypanosomen bei ihren Lebens- 
vorgingen nicht verwenden, auch nicht Starke, ebensowenig den sechs- 
wertigen Alkohol Mannit. Dagegen liésen Maltose, der dreiwertige 
Alkohol Glycerin, auch manche Glykogenfabrikate das Phinomen aus, 
welches ich auf alle diese Tatsachen hin jetzt als ein ,,Zuckerphdénomen“ 
der Parasiten ansehe. 


Meine Arbeiten sind bald darauf von Dubois (Le phénoméne de Kurt 
Schern dans les trypanosomiasis) und von Savino bestatigt und teilweise 
erweitert worden. Nach mir hat ferner dann Fenyvessy im Jahre 1926 
gleichartige Ansichten iiber die Trypanosomeninfektionen geiéuBert, wie 
ich im Jahre 1925, und auch er hat meine Arbeiten iiber die Senkung des 
Blutzuckerspiegels bei Trypanosomiasis bestétigen kénnen. Fenyvessy 
stimmt mit mir darin iiberein, daB dem gestérten Zuckerstoffwechsel in 
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der Pathogenese der Trypanosomiasis eine wichtige Rolle zukommt, was 
ich in den ersten Anfangen schon in meinen waéhrend 1908 bis 1910 aus- 
gefiihrten Arbeiten beobachtet habe, die jetzt ihre Erklarung gefunden 
haben. 

Ebenso haben Regendanz und Tropp meine neueren Versuche betreffs 
des Zuckerstoffwechsels bei der Trypanosomiasis nachgepriift und bestatigt. 
Sie fanden nicht nur eine erhebliche Verminderung des Blutzuckers, sondern 
auch des Leberglykogens. Jedoch wollen sie den Tod der Tiere auf an- 
gebliche Trypanosomentoxine, fiir deren Existenz von ihnen ein experimen- 
teller Nachweis nicht erbracht wird, zuriickfiihren. 


Dagegen bin ich der Meinung, daB das Verschwinden des Zuckers 
aus dem infizierten Organismus bis auf geringe Mengen einer der ent- 
scheidenden Faktoren beim Zustandekommen des Todes der infizierten 
Tiere ist, der in diesem Sinne, um dem Gedanken Fischlers zu folgen, 
auf der Basis einer ,,glykopriven Intuzikation™ erfolgt. 

Um meine Anschauung iiber die Bedeutung des gestérten Zucker- 
stoffwechsels wahrend der Trypanosomeninfektionen weiterhin experi- 
mentell zu stiitzen, habe ich systematisch die Blutzuckerkurven ent- 
sprechend infizierter Tiere verfolgt und dariiber auch schon teilweise 
am 16. August 1926 vor der Mikrobiologischen Gesellschaft Montevideos 
berichtet. 

Einige dieser Befunde, die zusammen mit mir mein Mitarbeiter 
IAbero Rossi aufgenommen hat, sollen nachfolgend kurz mitgeteilt 
werden. 

Es sind Kaninchen und ein Pferd von uns mit Trypanosomen des 
Mal de Cadéras infiziert worden. Die in den Tabellen angegebenen 
Zehlen driicken den Blutzuckergehalt dieser Tiere in Zentigrammen 
pro 1000ccm aus. 

Lie Aufnshme der Blutzuckerkurve des Pferdes muBte vorzeitig 
abgebrochen werden, da das Tier inzwischen in einen therapeutischen 
Versuch genommen werden muBte, in dessen Verlauf es bald verendete. 

Es ist bekannt, deB bei Kaninchen der Blutzuckergehalt schon 
normalerweise sehr schwanken soll. Ob sich das bei systematisch 
durchgefiihrten Versuchen an einer gréBeren Zehl tatsichlich gesunder 
Kaninchen bestatigt, bleibt dahingestellt. Denn die Tiere leiden z. B. oft 
an latenten Parasiteninfektionen, wie Coccidiose usw. Dann beobachtet 
man plétzlich eines Tages eine erhebliche Blutzuckerverainderung, 
ohne daB sich das sofort erklaren laBt. Auch plétzliche Temperatur- 
verainderungen scheinen den regularen Blutzuckergehalt beim Kaninchen 
zu beeinflussen. Ebenso hat es den Anschein, als ob die weiblichen 
Tiere den fraglichen Schwankungen besonders unterworfen sind. 
Schaltet man aber derartige Faktoren aus, und nimmt man den Tieren 
in wirklich niichternem Zustande das Blut ab, so gelangt man nach 
meiner Ansicht zu Blutzuckerwerten, die zwar innerhalb bestimmter 
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Infiziert 
Kaninchen Nr.3 | Kaninchen Nr.5 | Kanine 


Datum 


18. ILL.° 
30. LIL. 
/ hp 
6. IV. 
8. IV. 
12. IV. 
15. IV. 
17. IV. 


21. IV. 
23. IV. 
24. LV. 
26. IV. 
28. IV. 
30. IV. 
2. v 


Blutzuckers 
gehalt pro 
1000 com Blut 
Blutzuckers 
xenalt pro 


79 


95 


70 


1000 cem Blut 


Datum 
17. Vy. 
i. 
23. V. 

> 
 —_ 8 
14. VI. 
18. VI. | 
21. Vi. 
25. VIL. 
a. eo 

2. VIL 

7. VU. 
10. VIL. 
12. VII. 
16. VIL. 
21. VIL. 
28. VIL 

4. VIL. 

8. VILL? 


* Infiziert nach der Blutentnahme. 


** Stirbt infolge der Infektion 
“** Intiziert. 


Stirbt infolge eines Eingriffes. 


Normal 
hen Nr 7 


| 
| 


Blutzuckers | 
xehalt pro 


73 





1000 ccm Blut 


Normal 


Kaninchen Nr. 


Datum 


VI. 
VL. 
VL 
VL. 
VL. 
VL 
bie 
; vo 
- Va. 
. VIL. 
3. VIL. 
>. VIL 
» VE. 
7. VIL 
3. VIL. 
7. VILLt 


gevalt pro | 
1000 vem Blut! 


Blutzuckers | 


> 2 


© OO Cts) 0 @ 


V 

Wa 

V. 
I 
I 
I 
| 


=] ~J] «) «) =) +) «3 «) 
_wonwn- 
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SEE 


Infiziert 
Pferd, 4 Ja 


z 
5 


oe 
— 


11. 
12. 
13. 
15. 
|) 16. 
17. 
19. 
21. 


ee 


“Addict 
ee ee ee ee ed et 


VIL 
Vil. 
VIL. 
Vil. 
Vil. 
VIL. 
VIL. 
VI. 
VIL. 
VIL. 
Vil. 
Vil. 
23. VII. 
ma 
7. VIL 
\ Vi 
» Va 
. VIL. 
. VII. 
. VIL. 
. VILL. 
. VII. 
Vill. 
VITl. 


IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX.it 


Blutzuckers 
chalt pro 
1600 com Blut 


hre alt 





95 
99 
93 
92 
87 
85 
98 


93 
82 
99 
98 


196 
104 


Grenzen schwanken, von denen man aber annehmen darf, daB sie die 
normalen Werte darstellen. Trotz alledem glaube ich, folgern zu diirfen, 
de8 die Infektion mit Trypanosomen nicht nur zu einer H ypoglykémie 


fiihrt, sondern da8 der Hypoglykimie eine Hyperglykdmie 


mit 


schwankenden Werten vorausgeht. Das habe ich erstmalig zusammen 
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mit Hormaeche an einer infizierten und entbluteten Ratte beobachtet, 
was in der Diskussion zu dem von mir oben erwahnten Vortrag in 
Montevideo kurz mitgeteilt worden ist. 

Besonders aber die vorstehend wiedergegebenen Versuche beweisen, 
da8B die erstmalig von mir geiuBerte Ansicht iiber die entscheidende 
Rolle des Blutzuckers fiir die Erklarung der Pathogenese der genannten 
Infektionen richtig ist, soweit wie man innerhalb des auf induktivem 
Wege Erschlossenen von einer solchen Méglichkeit sprechen darf; 
Zuerst entsteht wahrscheinlich der Zuckerhunger und danach die 
glykoprive Intoxikation, die den Tod herbeifiihrt. 

Weitere Versuche miissen lehren, ob die von mir zunichst fiir 
Trypanosomen- und Spirochiteninfektionen gefundenen Tatsachen 
auch fiir andere bestimmte Infektionen usw. allgemeine Giiltigkeit 
haben, woriiber bereits die entsprechenden Arbeiten im Gange sind. 
In dieser Hinsicht hat kiirzlich Picard einige interessante Angaben 
gemacht (Deutsch. med. Wochenschr. 1927, Nr. 26). Es sei hierbei 
auch kurz darauf hingewiesen, daB weder Schern noch Savino bis jetzt 
endgiiltige Klarheit dariiber schaffen konnten, ob und inwieweit das 
Insulin als Hilfsfaktor bei der Behandlung der Trypanosomeninfektion 
in Betracht kommt. 

Das von mir beobachtete Trypanosomenphanomen hat mich dazu 
gefihrt, Untersuchungen iiber den Blut- und Leberzucker bei Trypano- 
somen- und Spirochateninfektionen anzustellen. Die Untersuchungs- 
resultate haben gezeigt, daB wir die Infektionen nicht nur als solche 
im bisher tiblichen Sinne, sondern auch als Probleme des Stoffwechsels 
ansehen miissen, und daB wir auf diese Weise nicht nur zu neuartigen 
Einblicken in die Pathogenese der Infektionen gelangen, sondern auch 
neue Grundlagen fiir die Therapie schaffen. 

4 


Literatur. 
1) Schern, Arbeiten a. d. Reichsgesundheitsamt 38, 338. — 2) Mense, 
Handb. d. Tropenkrankheiten, 2. Aufl., 6. Bd. — 3) Kraus-Uhlenhuth, 


Handb. d. mikrobiol. Technik 1. — 4) Dubois, C. r. 5. XI. 1926, Bd. 95, 
Nr. 31. — 5) Fenyrrssy, diese Zeitschr. 173, 289, 1926. — 6) Savino, C. r. 
28. I. 1927, Bd. 97, Nr. 3. — 7) Schern, Zentralbl. f. Bakteriol., I. Abt., 
Originale, 96, 1925 (6. Mitteilung). — 8) Derselbe, Vortrag vor der Mikro- 
biologischen Gesellschaft von Montevideo am 16. August 1926 mit Dis- 
kussionsbemerkungen. — 9) Derselbe, Deutsch. Tierarztl. Wochenschr. 
1927, 35. Jahrg., S. 283 bis 286. — 10) Derselbe, Boletin de Bacteriologia e 
Investigaci6n 8, Nr. 1 bis 4, 8.4. — 11) Regendanz und Tropp, Arch. f. 
Schiffs- u. Tropenkrankh. — 12) Fischler, Physiologie und Pathologie der 
Leber, 2. Aufl. Berlin, Verlag Springer, 1925. 








Uber proteolytische Fermente im Serum. 


1X. Mitteilung: 


Uber das verschiedene Verhalten der Sera in den einzelnen Metamorphose- 
stadien der Anuren. 


Von 
M. Frhr. y. Falkenhausen, H. J. Fuchs und M. Schubert. 


(Aus der medizinischerr Poliklinik der Universitat Breslau und dem Institut 
A. v. Wassermann, Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1927.) 


Einem von uns! gelang es, auf serochemischem Wege einen be- 
merkenswerten weiteren Beweis fiir die serologisch bereits weitgehend 
erforschte Tatsache zu erbringen, daB Serum auf artfremdes EiweiB 
in einer bestimmten Form reagiert. Er fand, daB Serum von Pferd, 
Rind und Hammel unter gewissen Bedingungen zugesetztes artfremdes 
Fibrin so verindert, daB ein mikrometl.odisch einwandfrei meBbarer 
Teil des im Fibrin hochmolekular gebundenen Stickstoffs dialysabel 
wird. Arteigenem Normalfibrin gegeniiber verhalten sich die genannten 
Seren vollkommen indifferent. Aus diesen Befunden entspringende 
weitere Fragestellungen macl.ten die Wal.] des Kaninchens als Versuchs- 
tier notwendig. Es ergab sich hierbei, daB das Kaninchenserum zwar 
in der erwil.nten Beziehung an sich die analogen Eigenschaften zeigt 
wie das Serum von Pferd, Rind und Hammel, jedoch erwies sich hier 
diese Feststellung als noch weiter unterdifferenziert, dergestalt, dab 
normales Serum einer reinen Kaninchenrasse auch normales Serum 
einer anderen Kaninchenrasse abbaut. Rasseeigenes Fibrin wurde 
von Normalserum anderer gleichrassiger Tiere nicht angegriffen 
(v. Falkenhausen und Fuchs*). Diese Tatsachen, die durch sehr 
zahlreiche Versuche mit ausnahmslos gleichartigen Resultaten ge- 
stiitzt sind, lenkten unsere Aufmerksamkeit auf die metamorpho- 
sierenden Kaltbliiter. Die Entwicklung des Frosches z.B. und der 
Kréte fiihrt durch morphologisch so verschiedene Stadien, daB uns 


1 Diese Zeitschr. 170, 76, 1926. 
® Ebendaselbst 181, 438, 1927. 
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die Entscheidung der Frage von Interesse schien, ob auch die Spezifitat 
des proteolytischen Ferments im Laufe der Entwicklung Wandlungen 
unterliegt. 

Eine gewisse Schwierigkeit war in der Beschaffung des Unter- 
suchungsmaterials gegeben. Wenn auch nur geringe Quantitaéten von 
Serum und Fibrin zur Ausfiihrung der Versuche erforderlich sind, so 
bietet doch auch die Gewinnung dieser geringen Mengen infolge der 
Kleinheit der in Frage kommenden Tiere Schwierigkeiten. Das ge- 
eignetste Tier ist Pelobates fuseus, da die Kaulquappen dieser Kréte 
eine recht betrachtliche GréBe erreichen. Zur Gewinnung des Serums 
und Fibrins wurden die Quappen erst griindlich in 0,6°%iger NaCl- 
Lésung abgewaschen und dann dekapitiert. Hierbei wurde darauf 
geachtet, daB méglichst keine Verunreinigungen in das austropfende 
Blut kamen. Mit einer Beimischung von etwas NaCl-Lésung und Gewebs- 
saft muBte allerdings trotzdem gerechnet werden. Auf diese Weise 
liefert ein Tier drei bis zehn Tropfen Blut. Im vorigen Jahre gelang es 
uns, auf diese Weise bereits interessante Resultate zu erzielen. Da wir 
mit den Untersuchungen im Jahre 1926 jedoch erst zu einer Zeit be- 
gannen, wo die Metamorphose der Anuren bereits ziemlich weit vor- 
geschritten war, so war die Beobachtung mehrerer Metamorphose- 
stadien nicht mehr méglich, so daB weitere Untersuchungen bis zum 
Jahre 1927 vertagt werden muBten. In diesem Jahre ergab sich jedoch 
die weitere Komplikation, da8 infolge der Frihjahrsiiberschwemmungen 
in den wenigen bekannten Fangplatzen von Pelobates in der Umgegend 
von Breslau diese Art véllig verschwunden war, so daB wir uns, um 
die Untersuchungen iiberhau pt durcl.fiihren zu kénnen, dazu entsc} lieBen 
muBten, Rana esculenta zu benutzen. Das bedeutete eine erhebliche 
technische Erschwerung. da die Quappen dieses Frosches ganz be- 
deutend kleiner sind als die von Pelobates, so daB tausende erforderlich 
waren, um das nétige Untersuchungsmaterial zu liefern. Eine Quappe 
von Rana esculenta liefert bei Dekapitierung héchstens ein bis zwei 
Tropfen Blut. 

Bevor wir nun auf die Anordnung unserer Versuche eingehen, 
bedarf es noch eines kurzen Hinweises auf die geltenden Anschauungen 
tiber die Mechanik der Metamorphose. 

Eine Beteiligung der Leucocyten beim Abbau der verschiedenen 
Organgewebe waéhrend der Metamorphose ist noch strittig. Beim Abbau 
der Epidermis z. B. hat jedenfalls Schubert' eine solche nicht finden kénnen. 
Ebenso hat er nichts von einer intrazellularen Phagocytose der Nachbar- 
zellen wahrnehmen kénnen. Er kommt danach zu der Uberzeugung, da& 


bei der Metamorphose die spezifisch wirksamen Fermente im Blute kreisen. 
Auf die Entstehung dieser Fermente haben anscheinend mittelbar oder 


1 Anatom. Anz. 58. 
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unmittelbar innersekretische Driisen entscheidenden EinfluB. So fand 
Adler, daB die Metamorphose bei Entfernung der Hypophyse verzégert 
wird. Ferner wird die Kaulquappenentwicklung bei Ernéhrung mit Schild- 
driise beschleunigt, dagegen durch Fiitterung von Thymus verzdégert 
(Romeis* und Gudernatsch*; Honigmann u. a.). 

Nach Sato* u. a. lassen sich vier schairfer charakterisierte Stadien 
der Kaulquappenentwicklung unterscheiden. Das erste Stadium 
entspricht der Embryonalperiode. Das zweite Stadium ist als Wachs- 
tumsperiode zu bezeichnen, nach welcher die Kaulquappe ihre Maximal- 
lange erreicht hat. Das dritte Stadium ist das der Entwicklung und 
14Bt die vorderen Extremititen aus den Kiemensicken hervortreten. 
Das vierte Stadium endlich ist die eigentliche Metamorp!oseperiode. 
Der Kiirze halber wird in den folgenden Tabellen nur von den Stadien 2 
bis 4 die Rede sein. Stadium 1 war wegen der allzu geringen GréBe zur 
Gewinnung von Versuchsmaterial nicht verwendbar. Tie Herstellung 
der Trockenfibrine geschah nach der friiher von Fuchs beschriebenen 
Methode; ebenso wurden die chemischen Untersuchungen in der gleich- 
falls von Fuchs mitgeteilten Form ausgefiihrt. Es erscheint uns un- 
erlaBlich, nochmals darauf hinzuweisen, daB Resultate von einer so 
weitreichenden Prizision, wie sie zur Feststellung der hier in Rede 
stehenden Ausschlige erforderlich ist, unseres Erachtens nur mit der 
von Fuchs konstruierten Apparatur bei allersorgfaltigstem Arbeiten 
und groBer Ubung zu erhalten sind. Die Za'ilen der nacl.folgenden 
Tabellen, die als Beispiele einer Reihe analoger Resultate aufzufassen 
sind, sind folgendermaBen zu verstehen: 1 cem Serum wurde — neben 
einer Kontrolle ohne Fibrin — mit einer geringen Menge (ctwa 1 mg) 
der naher bezeichneten Fibrinsubstrate versetzt. Nach 48stiindigem 
Verweilen im Brutschrink bei 37°C unter Chloroformdampf wurden 
die Proben mit je 11,0 ccm 2,5 %iger Essigsiiure Merck. enteiweiBt und 
klarfiltriert. 8ccem des Filtrats wurden im Mikrokjeldahlverfahren 
verarbeitet. Die Zahlen bedeuten die durch NH, gebundenen Kubik- 
zentimeter n/200 H,SO,. 


Tabelle I (Rana esculenta). 
Kubikzentimeter n/200 H, SO,. 





Fibrin ae : ? , . ra 
Serum Stadium 2 | Serum Stadium 3 Serum Stadium 4 

0 3,15 4,26 2,92 

2 3,20 3,88 2,47 

3 3,33 4,29 2,66 

4 3,52 4,68 2,89 


1 Arch. f. Entw.-Mech. 389. 

* Ebendaselbst 87 und 41. 

* Amer. Journ. of anat. 15. 

* Zeitschr. f. Anat. u. Entw.-Gesch. 71. 
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Aus den Zahlen der vorstehenden Tabelle geht zunichst hervor, 
daB die Reststickstoffwerte an sich erheblich variieren. Die Variations- 
breite bei sémtlichen Versuchen reicht von 2,3 bis 5,4. Daraus laBt 
sich aber nicht irgend ein besonderer Schlu8 ziehen; man kann nicht 
einmal mit Sicherheit von einer hohen Amplitude der Reststickstoff- 
werte des Froschblutes sprechen, da es sich bei den gewonnenen Seren 
sicher nicht um ganz reine Seren gehandelt hat. Bei der Technik der 
Blutgewinnung ist die Beimischurg von Gewebssaéften unvermeidlich. 
Weiter ist folgendes zu erkennen: Keines der drei Seren baut das Fibrin 
des gleichen Entwicklungsstadiums ab: die Reststickstoffwerte der 
Ansitze mit den Fibrinen des gleichen Stadiums weichen nur ganz 
geringfiigig innerhalb der normalen Fehlergrenze von denen ohne 
Fibrin ab. Die Resultate der Ansiétze mit den Fibrinen anderer Ent- 
wicklungsstadien zeigen ein auffallend verschiedenes Geprage, teilweise 
findet sich eine Zunahme des Reststickstoffs, teilweise aber auch eine 
Abnahme. Bei genauerer Betrachtung laBt sich jedoch in dieser Ver- 
schiedenheit der Resultate eine sehr einfache GesetzmaBigkeit erkennen. 
Und zwar findet man, da iiberall da, wo ein Kaulquappenserum mit 
dem Fibrin einer ilteren Entwicklungsstufe zusammenkommt, ein 
Fibrinabbau, d.h. eine Reststickstoffzunahme zu verzeichnen ist. 
Man kann also sagen, da sich Kaulquappenserum zu dem Fibrin 
einer alteren Entwicklungsstufe der eigenen Art ebenso verhalt, wie zu 
dem Fibrin einer anderen Art oder Rasse. Andererseits tritt beim Zu- 
sammentreffen von Kaulquappenserum mit dem Fibrin einer jiingeren 
Entwicklungsform das Gegenteil eines Abbaues, d. h. ein Reststickstoff- 
schwund auf. In diesem auffallenden Vorgang JaBt sich ein Parallelismus 
mit friiheren Versuchsresultaten mit Immunseren (Fuchs und v. Falien- 
hausen') eckennen. Es wurde nimlich gefunden, daB Tetanus- und 
Jiphtherieimmunserum artgleiches Normalfibrin nicht abbaut ; vielmehr 
tritt auch hier ein Reststickstoffschwund auf. An sich harrt dieses 
Phanomen noch der Erklaérung, die wir spiter noch erbringen zu kénnen 
hoffen; jedoch ist die Analogie der Befunde bei Kaulquappen- und 
Immunseren unschwer zu deuten. Bei deo verscl iedenen Phasen der 
Froschentwicklung werden gewisse Zellgruppen iiberfliissig; sie miissen 
entfernt bzw. zerstért werden. Es Ja8t sich daher leicht annehmen, 
daB auf diese Weise Immunititsvorginge im Organismus des werdenden 
Frosches im Gange sind, dergestalt, daB infolge Einschmelzung der 
fiir das betreffende Entwicklungsstadium charakteristischen Zell- 
mengen und Uberschwemmung des Organismus mit den dadurch frei 
werdenden spezifischen EiweiBabbauprodukten jedes Entwicklungs- 
stadium des Frosches sozusagen gegeniiber seinem Vorstadium immun 


1 Diese Zeitschr. 178, 155, 1926. 
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geworden ist, d.h. das Serum zeigt gegeniiber den Fibrinen seiner 
Vorstadien die typische, von Fuchs und v. Falkenhausen beschriebene 
serochemische Immunreaktion, die darin besteht, daB es zu einem 
Reststickstoffschwund kommt, der nur durch einen Aufbau dialysabler 
EiweiBspaltprodukte zu héher molekularen koagulablen erklart werden 
kann. Alle angestellten Versuche zeigen dieselbe GesetzmiBigkeit, 
wie die auf Tabelle I dargestellten. Auch die bei Pelobates erhobenen 
Befunde sind vollkommen analog denen von Rana esculenta. Die 
Héhe der ermittelten Reststickstoffwerte legt weiterhin die Annahme 
nahe, daB das AusmaB von Abbau bzw. Aufbau desto gréBer ist, je 
weiter Fibrin und Serum, die bei den Ansditzen zusammengebracht 
werden, in der Entwicklungsphase voneinander entfernt sind; wir 
finden also in der Regel die héchsten (bzw. niedrigsten) Reststickstoff- 
werte bei Vereinigung von Seren und Fibrinen der Stadien 2 und 4. 
Hierin liegt offenbar eine gewisse Analogie zu den Resultaten unserer 
Untersuchungen bei verschiedenen Kaninchenrassen. Wir fanden hier 
die Quantitat des Abbaues einer Rasse gegeniiber der anderen durchweg 
gréBer als die Abbaustarke einzelner Rassen gegeniiber den Mischrassen. 


Wenn wir nun auf Grund vorstehender Erérterung als Tatsache 
annehmen wollen, daB bei den Metamorphosephasen des Frosches ein 
Immunzustand gegeniiber dem Eiwei8 der friiheren Phasen besteht, 
so bieibt die weitere Frage noch offen, ob dieser Immunzustand beim 
voll entwickelten alteren Tiere bestehen bleibt oder wieder zu Verlust 
geht. Die Entscheidung war leicht; wir setzten das Serum von voll 
ausgewachsenen, mindestens 3 Jahre alten Esculenten mit den Fibrinen 
imer Kaulqvappenstadien an. 


Tabelle 11. 





Fibrin Serum von Rana esculenta (ausgewachsen) 
ee he . 3,02 3.08 
Stadium 2. . 3,75 3,82 
Stadium 4... . app ae 8,45 3,48 
Frosechfibrin . . . ar 3,96 8,05 
Menschennormalfibrin. . . . . 3,67 3,66 
Pferdenormalfibrin . . —e 3,78 


Tabelle II zeigt, daB ein Immunititszustand beim ausgewachsenen 
Frosche nicht mehr vorhanden ist: wahrend das Froschfibrin allein 
vom Froschserum unberiibrt bleibt, ist allen anderen Fibrinen, auch 
denen der Metamorphosestadien gegeniiber, ein mehr oder weniger 
starker Abbau zu verzeichnen. Der Immunzustand hilt also beim 
fertigen Frosche nicht an, sondern geht allmahlich verloren, ebenso wie 
dies bei verschiedenen Krankheitsimmunitaten der Fall ist. 
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Nur der Vollstandigkeit halber setzten wir die Seren der Meta. 


morp! osestadien des Frosches auch mit artfremden Fibrinen an und 
erLielten dabei die felgenden auffallenden Resultate: 


Tabelle I1l. 





eS, .-... Ohne Fibrin Menschenfibrin 
Stadium 2. am 4,98 4,46 

. oT ae 2.64 1,87 

* reer 4,68 4.33 


Es ergibt sich also die auffallende Tatsache, daB bei Kombination 
von Metamorphoseseren aller Stadien mit artfremdem (Menschen-) 
Fibrin durchweg ein Reststickstoffschwund resultiert. Da die Kaul 
qvappenreren sich, wie vorn geschildert, Fibrinen der jiingeren eigenen 
Entwicklurg:stufen gegeniiber genau so verl alten wie Immunseren 
gegen artcigenes Normalfibrin, so war nun weiter] in zu untersuchen, 
ob sich dicse Analogie auch auf das Verhalten gegeniiber artfremdem 
Normalfibrin erstreckt. 


Tabelle IV. 





Nocmsiftheine ot ae 
esate ae 2,86 ; 3,00 
WUE A Ae 2,14 2,06 
Mensch ..... 2,37 2.80 
Kauinshen. . . . 2,28 2,74 
Meerschweinchen . 2.74 
Hammel. ... . 2,15 2.22 


Tie vorstehende Tabelle zeigt, daB die Analogie tatsiachlich eine 
volistandige ist, d.h. daB bei Immunseren gcgen artfremde Normal- 
fibrine genau ebenso wie gegen arteigene Normalfibrine ein Reststick- 
stoffscl.wund zustande kommt. LTieses Léchst auffallende Pl.anomen 
ist ohne weiteres zunicl.st nicht zu erkliren. Wenn wir auch eine 
tl eoretiscl.e Vorstellung bercits gewonnen zu haben glauben, so méchten 
wi: doch zunichst nur die bloBe Tatsache registrieren und mit Er- 
klarungen noch so lange zuriickhalten, bis wir sie experimentell gestiitzt 
haben werden. 

Zusammenfassung. 


1. Tie Seren verschiedener Metamorphosestadien des Kaltbliiters 
(Rana esculenta, Pelobates) verhalten sich gcgeniiber den Fibrinen 
alterer eigener Entwicklungsstufen ebenso wie gegeniiber artfremdem 
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Fibrin, d.h. sie bewirken einen Fibrinabbau; | ing:gen verhalten sie 
sich gegeniiber den Fibrinen jiingerer Entwicklungsstufen wie Immun 
serum gegeniiber arteigenem Normalfibrin, d.h. sie bewirken einen 
Leststickstoffschwund. 

2. Das Serum des voll entwickelten alteren Frosches ver! alt sich 
gegeniiber den Fibrinen seiner Entwicklungsstadien wie gegeniiber 
artfremdem Fibrin; die serochemischen Immuncigensch.aften bleiben 
also beim voll entwickelten Frosche nicht bestel.en. 

3. Immunseren bewirken ebenso wie gegeniiber artcigenem Normal. 
fibrin auch gegeniiber artfremden Normalfibrinen einen Reststickstoff- 


schwund. 














Studien iiber den Fettstoffwechsel. LI. 
Von 
A. Low und R. Pfeiler. 


(Aus der I. medizinischen Abteilung des Krankenhauses der Wiener 
Kaufmannschaft. ) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1927.) 


In einer friiheren Arbeit wurde gezeigt, daB hohe Adrenalindosen 
(0,2 mg pro Kilogramm Tier), dem Kaninchen verabreicht, eine Ver- 
mehrung der alkoholléslichen Lipoide im Blute hervorruft, wahrend 
das in Petrolather lésliche Neutralfett und freie Cholesterin gewéhnlich 
eine geringe Senkung erfuhr. (Leider hat sich in den diesbeziiglichen 
Tabellen, die diese Verhaltnisse demonstrieren, ein sinnwidriger Fehler 
eingeschlichen, der spiter berichtet wurde. An der Spitze dieser 
Tabellen soll es nicht, wie irrtiimlich, in Milligrammen pro Kubikzenti- 
meter heiBen, sondern in ,,Prozenten‘‘. Samtliche Werte sind also mit 
10 zu multiplizieren.) Da nun dem Cholesterin im Fettstoffwechsel 
ine bedeutende Rolle zukommt, so war es von Interesse, nachzusehen, 
ob unter Adrenalineinwirkung der Cholesterinspiegel im Blute sich 
andert. 

Zu diesem Zwecke wurde folgende Versuchsanordnung gewahlt: 
Kaninchen von etwa 2kg Gewicht wurde nach etwa 20stiindigem 
Fasten 0,4 mg Adrenalin subkutan verabreicht (0,2 mg pro Kilogramm 
Tier). Unmittelbar vor der Injektion, ferner 2 Stunden und 4 Stunden 
nach Injektion wurde aus der Ohrvene Blut zwecks Gesamtcholesterin- 
bestimmung entnommen. Die Cholesterinbestimmung wurde mit 
leem Serum nach dem Prinzip Authenrieth-Funk ausgefiihrt. Die 
Kolorimetrie wurde mit dem Leitzkolorimeter ausgefiihrt. Als Ver- 
gleichsfliissigkeit diente eine genau eingewogene Cholesterinmenge in 
Chloroform geléist. Die Gesamtcholesterinmengen im Kaninchen- 
serum sind bedeutend niedriger als im menschlichen Serum, durch- 
schnittlich 50 bis 70 mg-°%%. Samtliche Versuche fielen gleichsinnig aus. 
Wir bringen im folgenden fiinf Versuche in Tabellenform: 





Seen ia hecet 
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T abe lle ° 


Gesamtcholesterin im Blute in Milligrammprozenten. 





Kaninchen Vor Injektion 2h nach Injektion 4h nach Injektion 
A 52,0 62.5 40,5 
B 75.0 259.0 136.5 
( 54,0 48.5 125.0 
D 47.5 83.5 55.5 
> 71.5 107,5 57.5 


Zusammenfassung. 


Adrenalin, subkutan Kaninchen verabreicht, bewirkt eine Steigerung 
des Cholesterinspiegels im Blute. 


Biochemische Zeitschrift Band 193. 19 








Studien iiber den Fettstoffwechsel. III. 


Von 


A. Low und R. Pfeiler. 


(Aus der I. medizinischen Abteilung des Krankenhauses der Wiene1 


Kaufmannschaft.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1927.) 


In zwei vorhergehenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dab 
unter akuter Adrenalinwirkung beim Kaninchen einerseits die alkohol- 
lislichen Lipoide, andererseits der Gesamtcholesteringehalt im Blute 
betrachtlich erhéht werden, wahrend der Petrolitherextrakt des Blutes 
relativ wenig beeinfluBt wird. Da nun die Leber bekanntlich im Mittel- 
punkt des intermediaren Stoffwechsels steht, erschien es uns wiinschens- 
wert, die Adrenalinwirkung beziiglich des Fettstoffwechsels unmittelbar 
in der Leber zu studieren. 

Zu diesem Zwecke bedienten wir uns folgender Versuchsanordnung: 
WeiBen Mausen von etwa 15 bis 22 g Gewicht wurde 0,1 cem Adrenalin in 
einer Verdiinnung 1: 25000 subkutan injiziert (etwa 0,2 mg pro kg). 2 bis 
3 Stunden nach der Injektion wurden die Tiere.getétet, die Leber heraus- 
pripariert, Teile derselben gewogen, getrocknet, hierauf in Petrolathe: 


bzw. Alkohol zwecks Extraktion eingelegt. Zu diesen Bestimmungen 
wurden etwa 30 bis 40 mg schwere Leberstiickchen, die mit Natrium sulf. 
anhydr. durch 12 bis 24 Stunden getrocknet wurden, verwendet. Nach 


24stiindiger Extraktion wurde die Bestimmung genau nach der Bangschen 
Vorschrift ausgefiihrt, nur wurde wegen der zu erwartenden gréBeren 
Fettmenge nicht mit n/10 Bichromat-Schwefelsiure, sondern mit n Bi- 
chromat-Schwefelsiiure oxydiert. Wir haben immer zwei bis drei Kon- 
trollen ausgefiihrt, die gut iibereingestimmt haben. Als Kontrolltiere 
wurden regelmaBig Miuse benutzt, die unter gleichen Ernahrungsbedingungen 
wie die gespritzten Tiere gehalten worden waren. 


Die Resultate seien in Tabellenform niedergelegt : 





“ Pony veel Pm a Alkoholfraktion 
g mg ° 
Kontrolltiere. 
; 20.0 1102 0.79 2.60 
B 205 990) 0.98 2,20 
21,0 1210 1,30 2,20 
D 22.5 1150 0,72 2.45 


K 15.0 780 0.90 2.75 
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Adrenalintiere. 
Gewicht Gewicht Petrolather- 
Tier des Tieres der Leber fraktion \ikoholtraktion 
& mg ‘ 
A 22.0 1239 1,50 4.90 
B 18.0 1010 1,70 4.10 
Cc 19,0 980 1,50 3.00 
D 17,5 930 1,40 4.10 
KE 18.0 1010 1.90 8.80 


Aus obiger Tabelle ist zu entnehmen, daB in simtlichen Versuchen 
(wegen der Gleichsinnigkeit der Resultate sind nur fiinf Versuche 
angefiihrt) die Leber betrachtlich an Fettkérpern, und zwar an Neutral- 
fett wie auch an alkoholléslichen Lipoiden angereichert wird. Wir 
betonen, daB wir nicht angeben kénnen, welche Lipoide wir durch 
Alkoholextraktion erhalten haben, so daB wir nur von einer ,,Lipoid- 
fraktion’’ sprechen kénnen. 

In sdimtlichen Versuchen wurden auch Gesamtkohlehydrat- 
bestimmungen nach Dische-Popper' in der Leber aurgefiihrt (in die 
Tabelle nicht aufgenommen). Wie zu erwarten, waren die Gesamt- 
kohlehydrate in der Leber der mit Adrenalin gespritzten Tiere gegen 
die der Kontrolltiere wesentlich vermindert, in einzelnen Fallen jedoch 
zeigte es sich, dab der Gesamt kohlehydrat gehalt der Leber der injizierten 
Tiere vermehrt war. Auf dieses Faktum kommen wir noch zuriick. 

Aus obigen Versuchen ist zu ersehen, da Adrenalin eine Ver- 
mehrung der Fettkérper in der Leber bewirkt. Es ist nun die Frage, 
durch welchen Mechanismus diese Fettanreicherung bewirkt wird. In 
erster Linie ist hierbei an einen Fetttransport von der Peripherie in die 
Leber zu denken. Denn seit @. Rosenfelds Untersuchungen erscheint 
es sichergestellt, dab Glykogenarmut in der Leber von einer Fett- 
mobilisation aus der Peripherie gefolgt ist. Rosenfeld hat Glykogen- 
armut durch langeres Hungern erzielt, in unseren Fallen wurde Glykogen- 
armut durch Adrenalininjektion bewirkt. Zugleich konnte Rosenfeld 
beim Hungertier eine Lipoidimie konstatieren. Wir sehen so zwischen 
Hungerwirkung und Adrenalinwirkung eine wesentliche Uherein- 
stimmung, nimlich Glykogenarmut und Lipoidimie, so daB man auf 
Grund dieser Analogie die Adrenalinwirkung als akut auftretenden 
Hungerzustand bezeichnen kénnte. Auf diese Weise ware die Glykogen- 
armut der Leber als primare Folge der Adrenalinwirkung zu betrachten 
Freilich ist es nicht von der Hand zu weisen, dab fiir die Fettkérper- 
mobilisierung das Adrenalin auch einen direkten Agriffspunkt hat 
Es scheint, daB das Studium gerade dieser Frage fiir allgemeine Stoff. 
wechselfragen von wesentlicher Bedeutung sein kénnte. 


' Popper und Dische, diese Zeitschr. 175, 371, 1926. 


10* 
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In Kiirze sei noch folgendes angefiihrt: Wir haben oben erwahnt, 
daB durch Adrenalin in manchen Versuchen nicht nur keine Kohle- 
hydratverarmung, sondern eine Kohlehydratanreicherung in der 
Leber eintreten kann. Dies war bei schlecht genaihrten bzw. kohle- 
hydratarm ernihrten Tieren der Fall. Schon L. Pollak' erzielte bei 
hungernden Kaninchen durch fortgesetzte Adrenalininjektionen eine 
Glykogenanreicherung in der Leber. In unseren Fallen konnte durch 
einmalige Verabreichung von Adrenalin eine Kohlehydratanreicherung 
in der Leber und auch im Muskel hervorgerufen werden. Die dies- 
beziiglichen Resultate seien einer spaiteren Mitteilung vorbehalten. 
Hier sei nur folgendes bemerkt: Die durch Adrenalin bewirkte Kohle- 
hydratbildung wurde dahin gedeutet, daB das Eiweib als Glykogen 
bildner auftrete. Hierfiir spricht die von H. Eppinger und Mitarbeiter 
gefundene Tatsache, daB unter Adrenalin ein erhéhter N-Umsatz 
statthat. Allerdings vertrat schon J. Bang die Ansicht, daB das durch 
Adrenalin umgesetzte Ejiweif nicht hinreichen kénne, die Zucker- 
bildung zu erkliren. Nun konnten wir zeigen, daB Adrenalin auch 
eine Fettmobilisation bewirkt. Es ist also zu erwagen, wieweit auch 
aus den in die Leber transportierten Fettkérpern eine Umwandlung in 
Kohlehydrate stattfinden kann. Natiirlich miissen, um diese hier 
hypothetisch aufgestellte Vorstellung zu begriinden, exakte Stoff- 
wechselversuche in dieser Richtung angestellt werden. 

Auf die enorme Literatur, die die Wechselbeziehungen zwischen 
Kohlehydrat- und Fettstoffwechsel behandelt, naher einzugehen, 
verzichten wir und kénnen dies um so mehr, als erst H. Schur in letzter 
Zeit in seiner Abhandlung ,,Gynikologie und Stoffwechsel** im Handbuch 
Halban-Seitz die hier in Betracht kommende Literatur tibersichtlich 
geordnet und kritisch beleuchtet hat. 


Zusammenfassung. 


Es konnte gezeigt werden: 1. daB unter Adrenalinwirkung eine 
Fettmobilisation von der Peripherie in die Leber stattfindet. 

2. Konnte die allgemein bekannte Tatsache, daB unter Adrenalin 
der Glykogengehalt der Leber stark verringert wird, bestatigt werden. 

3. Es zeigte sich in einzelnen Fallen, daB auch durch eine einzige 
Injektion von Adrenalin der Glykogenvorrat der Leber vermehrt wird, 
und zwar in jenen Fallen, in denen durch Hungern eine hochgradige 
Glykogenarmut der Leber erzielt wurde. 


1 L. Pollak, Arch. f. exper. Pathoi. u. Pharm. 61, 1909. 




















Der Nachweis des antirachitischen Faktors bei Gras, das im 
Dunkeln auf einer kiinstlichen Nihrlésung gewachsen ist. II’. 


Von 
W. Voéltz und W. Kirsch. 


(Aus dem Tierzucht-Institut der Albertus-Universitat Konigsberg i. Pr.) 
(Eingegangen am 27. Dezember 1927.) 
Mit 2 Abbiidungen im Text. 


Vor kurzem haben wir iiber Versuche berichtet, durch die nach- 
gewiesen wurde, daB experimentell erzeugte Rachitis an jungen. 
wachsenden Ratten durch die Verfiitterung von Gras (lolium perenne), 
welches in absoluter Dunkelheit auf Gartenerde gewachsen und infolge- 
dessen natiirlich ,,etioliert“ war, geheilt werden konnte?!. 

Wir haben diese Versuche, welche die Ergebnisse von Windaus 
und Pohl in gewisser Hinsicht erweitern, wiederholt. 

AuBerdem haben wir eine neue einfachere Versuchsanstellung 
gewahit, um die Deutung der Versuche wenn méglich zu erleichtern 
Wir verwandten namlich Gras derselben Art (lolium perenne), das 
anstatt auf Gartenerde in einer Nahrlésung gewachsen war, die be- 
stimmte, in genauen Mengenverhaltnissen zusammengesetzte Salze 
enthielt?, im Gegensatz zu Gartenerde, die neben zahlreichen bekannten 
auch sehr viele unbekannte Verbindungen und insbesondere auch 
Kleinlebewesen enthalt. Wir kénnen natiirlich nicht behaupten, dab 
die Nahrlésung absolut steril gewesen sei; jedenfalls war sie sehr 
bakterienarm. Vermochten nun die auf dieser Nahrlésung gewachsenen 
Griser ebenfalls Rachitis zu heilen, so war damit jedenfalls eine Re- 
sorption wirksamer Substanzen unbekannter Art aus dem Boden 
ausgeschlossen und der antirachitische Faktor mubte im Stoffwechsel 
der Pflanzen selbst entstanden sein. 


1 Vgl. diese Zeitschr. 186, 256f., 1927. 

2 Nahrlésung fiir Kénigsberger Leitungswasser nach Prof. Mitscherlich : 
Lésung I: 230g KNO,, 90g NaNO,, 210g (NH,)NO,, 125¢ K,HPO,, 
75g KH,PO, in 2500 H,O. Lésung I]: 100g MgSO,, 30g MgCl, in 
2500 H,O. Auf 10 Liter Leitungswasser je 25cem von Lésung I und II. 














PR? W. Voltz u. W. Kirsch: 
1. Wiederholung unserer friiheren Versuche zum Nachweis des antirachitischen 
Faktors bei im Dunkeln auf gewéhnlicher Gartenerde gewachsenen Griisern. 


(Das Cras war in einem fensterlosen Kellerraum gewachsen.) 


Tabelle I. 


Vorfiitterung mit Rachitiskost We Collwn Nr. 3143: 16 Tage: anschlieBend 


Graszusatz: 11 Tage. 





Zusatz zur 


» : 
2 Anfengs> End. Réntgenbetund 
= ene gewicht* 2m Ende der Grundkost Art und Behandlung Réntgenbetund 
alll | be Vortiitterungs: Gras des Zusatzes nach 11 Tagen 
Nr u Xz periode 8 
7 53 D6 sehr schwere 6.5 Gras im absolut denutliche 
Rachitis dunklen Raume auf Heilung 
Gartenerde 
gewachsen (etioliert) 
2 62 70 ebense 6.5 ebenso ehbenso 
4 60 62 a 6.5 
Kontrolltiere. 
6 D6 57 sehr schwere -- sehr schwere 
Rachitis Rachitis 
Ss 72 76 ebenso ebenso 
* Anfangs- und Endgewichte sind stets auf den ersten und letzten Tag der Grasperiode zu 
beziehen. 


Das Ergebnis dieses Versuchs ist eine volle Bestatigung unserer 
ersten Mitteilung. Auch hier zeigt es sich, daB dieses in vélliger Dunkel- 


heit gewachsene Gras schwere Rachitis zu heilen vermochte. 


2. Versuche mit einem auf der kiinstlichen Niahrlésung gewachsenen Gras. 


Tabelle 11. 
Rachitiskost Mc Collum. Nr. 3143: 33 Tage: Graszusatz: 


Vorfiitterung mit 
11 Tage. 





2 . . Réntgenbefund Zusatz zur 
3 pewutt | jot am Ende der Grundkost Art und Behandlung Réntgenbefund 
= Vorfiitterungs: Gras des Zusatzes nach I! Tagen 
Nr. g g periode g 
101 85 96 sehr schwere 6.5 Gras auf Nahrlésung  deutliche 
in absolut dunklem Heilung 


Rachitis 

Raume gewachsen 

120 6 61 ebenso 6.5 ebenso beginnende 
Heilung 


starke Heil- 


110 80 78 - 6.5 » 
vorgange 
(8s, Abb l ; 
6.5 deutliche 


Heilung 


111 67 66 
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Tabelle L 


(F ortsetzung). 


usw. 








Katte 
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L114 
O2a 


07 


Anfangs: 
gewicht 


& 





End 


Réntgenbefund Zusatz zur 


gewicht am Ende der Grundkost Art und Behandlung 
V orfutterungs- Gras des Zusatzes 
rt periode zg 
Kontrolltiere 
oY sehr schwere 
Rachitis 
q ebense 
72 - 
64 
60 


Abb. 1. 


Vortiitterung mit 


Abb. 2 


Ill. 
Mec Collum Nr. 


die Graszusatzperiode : 


Tale lle 
3143: 20 Tage; 


20 Tage. 


Rachitiskost 





Réntyenbefund 
nach 11 Tagen 


sen? schwere 


Rachitis! 


(Tibia- und 
bib ilafrakt ) 
is. Abb. 2) 
sehr schwere 


Rachit 8 


ebens 


anschlieBend 





Ratte 


é 


Anfangs- 
gewicht 





Réntgen- 7 

. betund am 4usatz zur Rontgen- 

ee Ende der Grundkost |, Rs An betund 

gow Vorfiittes Gras 7 a peed nd nach 
rungs: susatses 11 Tagen 

2 periode & 

64 sehr 6.5 Gras auf sehr 
schwere Nabhrlésung in schwere 
Rachitis absolut dunkl. Rachitis 

Raum gew. 

68 ebenso 6.5 ebenso ebenso 

D6 

62 

Kontrolltiere 
sehr sehr 
schwere schwere 
Rachitis Rachitis 
y2 ehens« ebense 


Rontgenbefund 
nach 20 Tagen 


starke 
Heilung 


beginnende 
Heilung 

fast geheilt 

Spur von 


Heilung 


eingeganygen 


sehr schwere 


Rachitis 
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Ergebnisse. 

1. Unsere friitheren Versuchsergebnisse, daB das auf Gartenerd 
in vélliger Dunkelheit gewachsene und daher etiolierte Gras bei 
experimentell rachitisch gemachten Ratten antirachitisch wirkt, werde 
bestatigt . 

2. In Versuchen. bei denen die Grassamen in einer Nahrlésung 
mit einem genau bekannten Gehalt an Salzen in absoluter Dunkelheit 
bis zu derselben Héhe (etwa 10 bis 12 cm) gewachsen waren wie das 
Gras auf der Gartenerde, wurden ebenfalls Heilwirkungen beobachtet 

Die etwas verzégerte Heilung ist dem Umstande zuzuschreiben 
daB das auf der Nahrlésung gewachsene Gras einen erheblich ge- 
ringeren Trockensubstanzgehalt hatte, als das auf der Gartenerde ge- 
wachsene. Infolgedessen erhielten die Ratten weniger von dem auf 
der kiinstlichen Nahrlésung gewachsenen Gras. 

3. Die wirksame Substanz, welche Rachitis zu heilen vermochte, 
wird nicht durch die Pflanzenwurzeln aus dem Boden aufgenommen 
sondern im pflanzlichen Stoffwechsel innerhalb der Pflanze gebildet. 

Wir méchten zum Schlu8B der Arbeit nicht versiumen, Herrn 
Prof. Dr. Stéltzner, Direktor der Universitats-Kinderklinik, fiir die 
Bereitwilligkeit zu danken, mit der er die Benutzung der Réntgen- 
apparatur seines Instituts gestattete und damit die Untersuchungen 


erméglichte. 


























Zum Chemismus der vegetativen Reizung. 
Weitere Versuche iiber die angebliche Rolle von Lonen. 


Von 
L. Jendrassik und A. Czike. 
(Aus der medizinischen Klinik der Kgl. Erzsébet-Universitat, Pécs, Ungarn.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der staatlichen Stiftung zur Férderung det 
Naturwissenschaften. 


(Eingegangen am 27. Dezember 1927.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


An einer anderen Stelle machten wir darauf aufmerksam, da am 
Kaninchendiinndarm Pilocarpin und Kalium auch in entgegengesetzter 
Richtung wirken kénnen (1). Diese Beobachtung verdient Interesse, 
weil sie gegen eine in der Literatur verbreitete Theorie spricht, 
nach welcher die parasympathische Erregung in einer lokalen Steigerung 
der Kaliumkonzentration, die Sympathicuserregung in einer Calcium. 
konzentrierung bestehen wiirde (2) (3). Der Ausgangspunkt und sogleich 
die wichtigste Stiitze der Theorie von S.G@.Zondek war nimlich die 
von ihm beschriebene vollstandige Parallelitat der Nerven-, Gift- und 
lonenwirkungen, wobei Kalium immer mit der Parasympathicus- 
reizung, Calcium mit der Sympathicusreizung gleichgerichtet wirken 
sollte. 


Im folgenden wird zu beweisen versucht, daB die Ungleichheit 
der betreffenden Gift- und Lonenwirkungen eine verbreitete Er- 
scheinung ist. Zu diesem Zwecke werden weitere, an tiberlebenden 
Organen angestellte Versuche beschrieben. So sind einerseits die 
friiheren Befunde iiber Kalium- und Pilocarpinwirkung auch an anderen 
Praparaten erginzt, zweitens die Wirkungen von Calcium und Adrenalin 
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verglichen, um auch den anderen Teil der Theorie, die Erklarung der 
Svmpathicusfunktion, tiberpriifen zu kénnen!. 

Beziiglich der Methodik unserer Versuche verweisen wir auf friihet 
erschienene Arbeiten (5) (6). Die iiberlebenden Organe befanden sich 
in 70 bis 75 cem Tyrodelésung (ohne Magnesium und Phosphat), dic 
angegebenen Dosen sind daher auf jene Fliissigkeitsmenge zu beziehen 


Pilocarpinwirkung und Kalium. 


Der beschriebene Gegensatz in der Richtung von Kalium- und Pilo 
carpinwirkung zeigte sich am Kaninchendiinndarm besonders bei Kali 
mangel, wenn also in der umgebenden Tyrodelésung zu wenig Kalium 
chlorid vorhanden war. Die Gifte der Pilocarpingruppe wirkten auch 
unter diesen Umstéanden erregend, wahrend eine Steigerung des Kali- 
gehaltes der Nahrlésung bis zum normalen Wert, oder auch dariiber hinaus, 
immer lihmte. Dasselbe Verhalten zeigen aber auch andere iiberlebenden 


Organe des Kaninchens, so 


l. Magenstrerfen, 
2. Dickdarm, 


3. Uterus. 


Die Wirkungen des Kaliums auf dieses letztere Organ hatte einer von 
uns an anderem Orte bereits beschrieben (6). Nach kaliumarmer Lésung 
ergibt die Steigerung der Kaliumkonzentration bis zum normalen Wert 
eine betrachtliche Lahmung der Spontanbewegungen, wahrend Pilocarpin 
auch in Lésung ohne Kalium erregt (s. Abb. 1). Die Wirkungen sind daher 
unter diesen Umstinden von entgegengesetzter Richtung. 


4. An der Harnblase (etwa 144 em breite Streifen samt Mucosa aus det 
Blase des Kaninchens und der Katze) wirken bei Kalimangel Pilocarpin 
‘und Kalium entgegengesetzt. Pilocarpin bringt auch hier eine, je nach 
Praiparat, wechselnd starke Kontraktur zustande, wihrend ein Zufiigen 
von Kalium den Tonus herabsetzt (Abb. 2). An einigen Praparaten lihmt 
die K-Steigerung bis auf ein Dreifaches der normalen Konzentration (also 
0,06°, KCl). 

5. Dieselben Wirkungen lassen sich auch an der Osophagusmuskulatur 
des Kaninchens nachweisen. Auch in kaliumfreier Lésung bestehen einige 
Zeit kleine Spontanbewegungen. Diese verschwinden auf Zufiigung von 
Kalium. Pilocarpin erregt aber auch in Tyrodelésung ohne K, vergréBert 
die Amplitude der Bewegungen und erzeugt Kontrakturen. 


1 Uber die Ergebnisse einiger dieser Versuche haben wir bereits in der 
Klin. Wochenschr. einen kurzen Bericht erstattet (Vgl. 4). Die vorliegende 
Mitteilung erscheint aus auBer uns liegenden Griinden verspatet. Auf die 
seither erschienene Antwort S.G.Zondeks (Klin. Wochenschr.) méchten 
wir nur bemerken, daB seine Theorie von der geforderten Parallelitat der 
[onen- und Giftwirkung abhangt. Besteht diese Parallelitat in der Wirklich- 
keit nicht (wie dies auch die untenstehenden Versuche beweisen), so wird 
damit seine Theorie ohne weiteres hinfallig. 
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Abb. 1. 22. I. 1927. Uterushorn des Kaninchens Nr. 2. 


Pilocarpin wirkt auch in einer Kf caey ary mit '/, K (0,005 °), KCl) erregend. Steigerung des 
Kaliumgehalts auf den normalen Wert (bei Ty) wirkt dageyen lahmend. (Erregende Diminutions- 
wirkungen des Pilocarpins beim Auswaschen Ty '/, K.) 





Abb. 2. 25. V. 1927. Harnblase (Kaninchen) 
Pilocarpin erregt auch in Abwesenheit von Kalium (Ty K). Steigerung der Kaliumkonzentration 
bis zum normalen Wert (Ty) ergibt Tonussenkung 
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In einer kaliumarmen oder kaliumfreien Lésung k6énnen natiirlic 
die Verhaltnisse an der Zelle verandert sein, was sich in einer veranderte 
Reaktionsfahigkeit des Organs offenbaren kénnte. Dieser Umstand schwacl 
aber die Beweiskraft der Versuche nicht im geringsten. Die Wirkung ck 
Steigerung der Kaliumkonzentration ist schon an den meisten Organe: 
bei 34 und \ Teil der iiblichen eine entgegengesetzte (lahmende), und ck 
Umschlag der Reaktion tritt schon nach einem Verweilen von einige: 
Minuten in diesen Lésungen ein. Zu dieser Zeit ist die Pilocarpinwirkun; 
gar nicht, auch quantitativ, nicht veraindert. Wiirde die chemische Para 
sympathicusreizung (im Sinne der Zondekschen Theorie) in einer Kaliun 
wirkung bestehen, so miiBte sie auch verindert sein, die Pilocarpinwirkuny 
miiBte jede Schwankung der Kaliumwirkung mitmachen. 


Adrenalinwirkung und Calcium. 


Im Sinne der Zondekschen Theorie wiirde die Wirkung des Adre 
nalins dadurch zustande kommen, daB diese Substanz auf irgend einem 
Wege an den Zellen eine lokale Calciumkonzentrierung zustande bringt 
Die beobachtete Wirkung wird sodann durch diesen Zuschub von 
Calcium hervorgerufen. Im Sinne dieser Auffassung sollte eine Er 
héhung der Calciumkonzentration der Umspiillésung (wodurch wahr- 
scheinlich auch eine Ansammlung von Calcium an den Wirkungs- 
flichen stattfindet) immer in gleicher Richtung wirken, wie das 
Adrenalin. Nach unseren Versuchen ist dies jedoch nicht immer der Fall 


1. Uterusversuche. 


Fin Vergleich der Ca- und Adrenalinwirkung an der tiberlebenden 
Gebirmutter ist aus dem Gesichtspunkte der Theorie darum sehr 
lehrreich, weil an verschiedenen Priparaten je nach Tierart, 
Graviditatsverhaltnisse — dre Wirkungen beider Agenzien bekanntlich 
recht groBbe Unterschiede aufweisen kénnen (6) (9) (10). Wiirden Ca 
und Adrenalin an verschiedenen Organen verschieden, jedoch unter- 
einander immer gleichgerichtet wirken, so wiirde dies tatsichlich eine 
sehr starke Stiitze der Theorie bedeuten. 

Laut den Ergebnissen unserer Versuche, welche in der nach- 
stehenden Tabelle I zusammengefaBt sind, ist dies nicht der Fall. Am 
Kaninchenuterus wirkt Adrenalin in bestimmten Gaben stark erregend 
(voriibergehende Kontraktur), jedoch ist eine Erregung an diesen 
Praparaten mit keiner Gabe Calcium zu erzielen. Es zeigt sich aber 
auch ein andersartiger Unterschied. Beim Auswaschen des Adrenalins 
sehen wir am Uterus keine nennenswerten Anderungen. Dies kann 
kaum in einer Zersetzung des Adrenalins bestehen, weil in 2 bis 3 Minuten 
das Adrenalin in der Tyrodelésung noch nicht ganz zersetzt zu sein 
pflegt (7) (8). Wir miissen dies eher so auffassen, daB dem Adrenalin 
am Kaninchenuterus keine bzw. keine konstante ,, Diminutionswirkung™ 
zukommt (5) (7). (So bezeichneten wir jene Wirkungen, welche durch 


cA 
4 
- 
2 
= 
= 
= 
Q 
C 
= 
£ 
L 
bs 
Sg 
a 
S 
s 


I. 


Tabelle 





‘uaqrseasny uneg Bungay — ¢ ‘usBnynzZ uneg Bung ny j 



























> é sadioy °7 as 
: — : ee eo — prawis ‘Ay (7 “AI '€@ L 
4 HO QT lo 0 OOL* T Geo GO lo mio ‘Ty 
: ‘ “) uloyyT °Z rz: 
4 Wino wa cy) 0) ool ; I u »() 1 curv H Z pawl yyo1U aT #7. . 
: f “) ‘ + sadioy ° 
mM ('Z—GU'O 0 OOT?T M990 T—cO'0| GOH tO *T 
OOT* T “ sos0)0Nn s # ; 
”"O0SZ—-TO 0 y uno GT —CO'0) prasad qyoru 1 “ez c 
34 8'% 
é‘ OOT*T [10], seaeqo “us0F] *T 
i W199 ('Z— TO 0 W199 97 —G0'0 18], 
2 OOT* I usOH] “Z 
z 19d CY] 0 W199 ()*] COO H 7 pias q Tel f 
p BA 8g . 
= : OOT / 1alioy | 
a a Woo Cy co 0 0 + wi90 OT co” \ 
oe 
= OOT? T sadaoy “7 
- rT - WD) 7] lo uv ul? FO —CO'U M pt ARIA yoru Ol ¢ 
: D4 Ef 
° ‘ LOT* 1 uso} “I 
wpe ZIT —T0 0 W199 #'9—20'0 
b - é \ OL T Geo gy usOH] °Z 
% UL) ZY VO v0 OOT: T mae Ty saint Stale ‘ ms , 
z ‘ ; OT* T moe gg sodaoy *] 
= 4 mood ZT if a] 0 T OOT . I woo 10 
: OUT + T usOl] °Z 
4 ) * wy? v} , ra 
~ 1199 CT —C0'O 0 moo Z0—T 0 paws 34 9'z 1 LI : 
‘ OUT + T sadsoy *] 
ul cu vu Z0—T'0 
: : "1D" Plog : Me °lo Lo waBouo) yeuvdeig 91], wnj8Q] “IN 
Sunyquim aqeBuinise7) Sunyuim oquBuyjeuapy 
sUINTOIeD) suljeuapy 
a ‘sSnaegnuSeYyoUTUBy, “7 9779qD,7 











dd 











2400) L. Jendrassik u. A. Czike: 


eine Konzentrationsabnahme Auswaschen am Wirkungsorte ver 
ursacht werden.) Geben wir aber dem Uterus nach erfolgten 
Calciumversuch wieder frische Tyrodelésung, so erfolgt mit groBer 
RegelmaBigkeit eine starke Kontraktur, die wir bereits als ein 
Diminutionswirkung des Calciums beschrieben haben (6). So sind dix 
Wirkungen von Calcium und Adrenalin am Kaninchenuterus fast 


entgegengesetzt gerichtet (s. Abb. 3). 





Abb. 3. 17. I. 1927. Uterushorn des Kaninchens Nr. 1. 
Tonogen ,Richter*) wirkt erregend, die Steigerung des Calciumgehalts lahmend 
Bei der Senkung der Ca-Konzentration bis auf den normalen Wert starke Diminutionskontraktur 


Adrenalin ( 


Bei der Ratte und dem Meerschweinchen sind zwar die Wirkungen 
nicht in dem MaBe verschieden wie beim Kaninchen, doch ist die 
Ubereinstimmung nicht immer vollstindig, wie dies aus den unten 
stehenden Angaben hervorgeht (Tabelle IT). 

Grewisse Dosen Adrenalin kénnen Priaparate erregen, bei welchen 
eine Reizwirkung des Calciums vermiBt wird. Tonogen ( Richter)’ kann 
auch eine hemmende Wirkung haben, wenn die Ca-Steigerung wirkungs 
los ist. Das Ca besitzt auch hier oft eine erregende Diminutionswirkung 
was beim Adrenalin nicht nacl gewiesen werden konnte. 
die Ca-Theorie 


Am Kaninchenuterus konnte noch ein Beweis gegen 
einer Calcium 


der Adrenalinwirkung erbracht werden. Wiirde diese in 
konzentrierung bestehen, so miiBte dazu in der Umgebung der Wirkungs 
flachen Calcium in wirksamer Form vorhanden sein. Bei zwei Praparaten 
(Nr. 7), welche wir in calciumfreier Tyrodelésung unter Zusatz von j 
hielten, war die erregende Wirkung des Adrenalins 


70 mg Natriumoxalat 
vorhanden (s. die Abb. 4). Zur Adrenalin 


in ungeschwachtem Grade 


1 In allen unseren Versuchen haben wir dieses Adrenalinpraéparat 


verwendet. 
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wirkung ist also Ca in der AuBenlésung nicht nétig. Der Versuch besag 
aber noch etwas mehr. Da wir annehmen diirfen, daB Na-Oxalat au 
dorthin eindringen kann, wohin das von auBen zugefiihrte Calcium kommt 
so kann gefolgert werden, daB es das Calcium an allen diesen Orten 

unwirksames Oxalat umwandelt. Die Adrenalinwirkung kann daher av 


dieses Umstandes wegen mit einer auBeren Calciumwirkung nicht identis 
sein. Ware die glatte Muskelfaser fiir fremde Salze, wie Na-Oxalat, gu 
permeabel, wie dies die Versuche von Meigs behaupten (21), so ware cds 


letztgenannte Versuch schon allein geniigend, um die Calciumtheorie ck: 
Adrenalinwirkung tiberhaupt in Abrede stellen zu kénnen. 


Abb. 4. 23. IV. 1927. Uterushorn des Kaninchens Nr. 7. 
Adrenalin wirkt auch bei calciumfreier und oxalathaltiger Nahridsung erregend. 


2. Froschmagen. 





, Der Froschmagen bietet ein giinstiges Objekt zur Entscheidung 
der Frage aus demselben Grunde wie der Uterus: wegen der groBen 
Variabilitat der Ca- und Adrenalinwirkung, worin auBer individuellen 
Unterschieden auch der EinfluB der Jahreszeit sich geltend macht 
Nach den Angaben Zondeks sollen Adrenalin und Calcium auch hier 
immer gleichgerichtet wirken, und zwar beide erregend, entsprechend 
dem Umstande, da8 dieses Organ auch vom Sympathicus férdernde 
Fasern erhalt. 

Zu unseren Zwecken verwandten wir mittelgroBe tiberwinterte 
Esculenten, teils in ausgehungertem Zustande, teils solche Exemplare, 
welche im Frithling schon Nahrung zu sich nahmen. Die Versuche 
haben wir derart angestellt, daB wir den ganzen Magen der Lange nac! 
in die DarmgefiBe einhingten und die Bewegungen mittels eines 
Schreibhebels am Kymograph registrieren lieBen. In anderen Ver 
suchen wurden Langsstreifen und Ringstiicke aus demselben Mager 
gleichzeitig untersucht. Die Zusammensetzung der verwandten Speise 








los 
hav 
Ke 
Na 
ab 


Ah 











(Chemismus der vegetativen Reizung. 293 


issigkeit war: 0,58°,, NaCl, 0,02°, KCI, 0,02 °, CaCl,, 0,05°,, NaHCO, 
id 0,05 ° 
, dieser Umgebung eine ziemlich regelmaBige Spontantatigkeit. Jeder 


Glucose (Sauerstoffdurchstrémung). Die Praparate zeigten 


ersuch wurde bei einer Temperatur von 25° ausgefiihrt 

Die Ergebnisse sind in Tabelle Il zusammengestellt Aus 
diesen geht hervor, daB an unseren Fréschen die Magenmotilitat 
lurch Adrenalin immer in laihmender Richtung beeinfluBt werden 
connte. Eine Parallelitat mit der Calciumwirkung fanden wir nur 
um einem Priparat, wo auch Ca labmte. An einem Priparat war 
(a auf Tonus und Bewegungen ohne EinfluB. Sechs andere Praparate 
wurden aber durch Calcium regelmaBig erregt, ohne jedes Zeichen 
einer Lahmung, von den kleinsten Gaben bis auf grobe Dosen, welche 
noch gegeben werden konnten, ohne die Lésung alizu hypertonisch zu 
machen. In der Mehrzahl der Faille wirkten also Adrenalin und Calcium 
an der Magenmuskulatur unserer Frésche vdllig entgegengesetzt. Der 
Antagonismus ihrer Wirkungen lief sich auch direkt nachweisen, in- 
dem die durch Adrenalin verursachte Lahmung durch Calcium zu einer 
Kontraktur umgestaltet werden konnte. Ebenso war eine Ca-Kontrakt ur 
durch entsprechende Gabe Adrenalin wieder zu lésen (Abb. 5). 





Abb. 5. 26. Il. 1927. Froschmagen (Nr. 1). 
Calcium erregt, Adrenalin hemmt. 


3. Katzendarm. 


Gibt man zum Darm (Kaninchen oder Katze) in normaler Tyrode- 
lésung Calcium, so ist die beobachtete Wirkung durchaus Abnlich. wie 
nach Zufiigen von Adrenalin. Die Ubereinstimmung erstreckt sich beim 
Kaninchen auch auf die Diminutionswirkungen, da beide von erregender 
Natur sind (5) (6)(7). Eime nahere Untersuchung der Sachlage zeigt uns 
aber, daB diese Ubereinstimmung auch im Falle des Darmes nur eine zufallige 
Ahnlichkeit zweier pharmakologischer Wirkungen bedeutet, und man 
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auch hier noch nicht auf eine Wesensgleichheit der Wirkungsmechanisny: 
schlieBen darf. 


Dies zeigt ein Versuch, den man nur am Katzendiinndarm au 


fiihren kann. Kommt dieser in eine calciumfreie Tyrodelésung, so verlie: 


er nach Abklingen einer starken Diminutionskontraktur seine Spontar 
tatigkeit nicht véllig. Geben wir dem Darm in diesem Zustande Calciw 
(wodurch der Gehalt auf den normalen Wert gehoben wird), so sehen w 
eine betrachtliche (zum Teil voriibergehende) Errequng, welche sich 
starken Einzelkontraktionen (manchmal auch mittelstarker Kontraktu: 
auBert. Auch die Frequenz wird dabei auf den normalen Wert gesteige! 
Adrenalin wirkt dagegen auch unter diesen Umstanden rein lahmen 
sogar die Wirkungsdauer scheint etwas verlingert zu sein (s. Abb. 6 
Daher kann die Adrenalinwirkung auch am Darm nicht auf Vermittlung 
von Calcium angewiesen sein, weil bei Calcitummangel die Wirkung «k 
Hormons qualitativ unverandert ist, wahrend die Ca-Wirkung ins Ent 
gegengesetzte umschlagt (Abb. 6). 





Abb. 6. 1. VI. 1927. Katzendiinndarm. 


In calciumfreier Tyrodelésung sind die Bewegungen nicht ganz erloschen. Adrenalin hemmt _ 
Zufiigung von Calcium erregt. de 

( 
' , a * 7 Ty 
Dieser Versuch kann am Kaninchendiinndarm darum nicht ausgefiihrt Li 
werden, weil dieser seine Motilitét bei Calciumfreiheit der Nahrlésung ae 
sofort véllig verliert. Die lahmende Adrenalinwirkung kann dadurch nicht — 
nachgewiesen werden. Die Wirkung des Calciums ist aber, von Ca-freie1 oa 
Lésung ausgehend, auch am Kaninchendiinndarm eine erregende. me 
Gegen diesen letzteren Versuch kénnte man zwei Einwiande erheben Cen 
a) Eine calciumfreie Lésung kénnte fiir die Zellen abnorme Verhaltniss« die 
bedeuten, bei welchen die Adrenalinwirkung sowie die Calciumwirkung bes 
verandert sein diirfte. Hierzu sei aber folgendes bemerkt. DaB die Calcium Pri 
wirkung in calciumfreier Lésung eine andere ist, erhellt eben aus unserer So 
Versuchen. Wiirde aber das Adrenalin durch eine lokale Ca-Konzentrieruns Da 
wirken, so sollte auch die Adrenalinwirkung bei Ca-Mangel verindert sein (3 


und zwar in demselben Sinne. Es miiBte also auch das Adrenalin ein gut 
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rregung, Wenigstens eine voriibergehende Erregung erzeugen. Die Annahme, 
13 die sichtbare Wirkung des Adrenalins auch in einer calciumfreien 
ésung dieselbe bliebe, nur der innere Mechanismus sollte sich stark ver- 
ndern (so daB die Wirkung nunmehr nicht iiber das Calcium erfolgt), ware 
ne allzu gezwungene Erklarung mit einer praktisch vernachlassigbaren 
Wahrscheinlichkeit. Noch dazu waren dann ahnliche Zufalle recht ver- 
breitet, da wir diese Anschauung auf die obenerwahnten Organe in kalium 
armer Umgebung erstrecken miiBten. 

b) Der zweite Einwand wiirde darin bestehen, daB die erregende 
Wirkung des Ca in calciumfreier Lésung nicht in einer direkten Calcium- 
wirkung besteht, sondern eigentlich darin, daB die Wirkung des in der 
Darmwand anwesenden Cholins (im Sinne von Magnus-Le Heux) wieder 
erméglicht wird. In Ca-freier Lésung kann keine Cholinwirkung zustande- 
kommen (1) (2), bei Ca-Zufiigung wiirde dann diese wieder zur Geltung 
kommen. Der Versuch zeigt aber, daB der Katzendarm in calciumfreier 
Lésung auf Zufiigung von Ca auch bei vorangehender Atropinisierung mit 
Erregung antwortet, und zwar fast so stark als ohne dieselbe. In unseren 
Versuchen haben wir mit 0,05mg Atropinsulfat (auf 70ccem Ca-freier 
Tyrodelésung) das Organ behandelt und 2 bis 3 Minuten spéter 0,3 ccm 
5°,igen CaCl, der Lésung zugefiigt. 

Beide Einwande kommen also nicht in 
Adrenalinwirkung sind daher auch am Darm betrdchtlich verschieden. 


Betracht. Calcium- und 


Erscheinungen, welche fiir einen spezifischen Zusammenhang der Calcium- 
und Adrenalinwirkung sprechen. 


Aus den beschriebenen Versuchen geht hervor, daB Calcium zur Adre- 
nalinwirkung nicht immer nétig ist, und daB die Wirkungen nicht immer 
Vollstandigkeitshalber sollen aber hier 


miteinander parallel verlaufen. 
- wenigstens scheinbatr 


doch Erscheinungen erwahnt werden, welche 
auf einen innigen Zusammenhang zwischen Calcium- und Adrenalinwirkung 
hinweisen. 

Die erstere ist der Befund, daB die Adrenalinwirkung durch die An- 
wesenheit einer gréBeren Calciumkonzentration verstarkt wird. Beziiglich des 
Herzens, des Uterus und der Gefé%e ist dieser Zusammenhang von mehreren 
Autoren beschrieben (9) (17) (18) (19) (20). Unsere Versuche zeigen, daB 
ein &hnlicher Zusammenhang auch am Darm nachweisbar ist. Die Wirkung 
des Adrenalins ist in einer Tyrodelésung mit dreifachem Calciumgehalt 
(= 0,06 °, CaCl,) deutlich starker und linger anhaltend als in einer normalen 
Bei erniedrigtem Calciumgehalt (z. B. 0,005 bis 0,01 °,) ist 


Tyrodelésung. 
Die Diminutionswirkung 


die Wirkung (am Kaninchendarm) eine geringere. 
des Adrenalins dagegen, welche beim Kaninchen regelmaéBig in einer Er- 
regung besteht, kommt bei weniger Calcium starker, bei mehr Calcium 
schwiacher zum Vorschein [vgl. hiergegen (15)]. Man kénnte nun glauben, 
daB dieser Zusammenhang nicht spezifisch ist und ein héherer Ca-Gehalt 
(wobei die Zeichen einer gehinderten Spontantatigkeit gut erkennbar sind: 
die Bewegungsamplituden bleiben ,,manent‘. niedriger) jede Hemmung 
begiinstigt und jede Erregung schwiicht. Die Versuche aber, die wir zur 
Priifung dieser Mdéglichkeit anstellten, sprachen gegen diese Deutung. 
So wird die Wirkung eines anderen Mittels, des Magnesiums, welches den 
Darm aéhnlich wie Adrenalin hemmt, durch erhéhte Calciumkonzentration 
(3 Ca) nicht verstarkt, auch an Praparaten, an welchen dies fiir Adrenalin 
Glycerin hat auf die Darmbewegungen einen deutlich 
20* 


gut nachweisbar ist. 
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negativ inotropen EinfluB. Diese Wirkung ist in einer Tyrodelésung m 

dreifachem Ca auch nicht starker. Andererseits verlingert die Glyceri: 

behandlung des Darmes (z. B. mittels 0,1 bis 0,2 cem, wobei die Amplitude: 
auf die Halfte gesenkt werden) die Wirkung des nachtraglich verabreichte) 
Adrenalins nicht. Auch Cocain . HCl (4 mg, Herabsetzung der Bewegungs 
amplitude auf ein Drittel) ist ohne EinfluB auf Starke und Dauer der Adr 

nalinwirkung. Die Rolle des Calciums kann aber Magnesium iibernehme: 

In einer Tyrodelésung mit 0,03°, MgCl, ist die Adrenalinwirkung deutlich 
starker als ohne dasselbe. Es scheint aus diesen Versuchen hervorzugehen. 
daB nicht alle negativ inotrop wirkenden Substanzen die Adrenalinwirkung 
verstarken, und daB die Wirkung nicht eines jeden solchen Mittels bei 
erhéhtem Calciumgehalt gréBer ist. 

Eine zweite Erscheinung, welche auf einen engen Zusammenhany 
zwischen Adrenalinwirkung und Calcium hinweist, wurde von Dresel und 
Wollheim gefunden und in der vorangehenden Mitteilung néaher be- 
sprochen (16). Diese besteht darin, daB unter Einwirkung des Adrenalins 
der Darm aus der Lésung Calcium in sich aufnimmt. Die Frage aber, ob 
diese Ca-Aufnahme bei jeder Hemmung erfolgt, oder ob sie fiir Adrenalin 
spezifisch ist, wurde durch diese Autoren nicht beriihrt. Unsere in dieser 
Richtung unternommenen Versuche sind noch nicht abgeschlossen. 

In jedem Falle ist es aber naheliegend, da8 diese Zusammenhinge 
nicht nur auf Grund der Zondekschen Theorie zu deuten sind. Die Wirkungs 
verstairkung des Adrenalins durch Calcium kénnte z. B. den Potenzierungs 
erscheinungen dhnlich sein, welche zwischen einzelnen, auch ganz kérper- 
fremden Giftpaaren vorkommen. Die Calciumaufnahme dagegen ist viel- 
leicht nur eine Folge der Adrenalinwirkung und kein auslésender Faktor 
derselben. 


SchluBbemerkungen. 


In der vorliegenden Arbeit und in den vorangehenden haben 
wir nun eine Zahl von Fillen beschrieben, in denen die Wirkungen 
nicht im Sinne der These von Parallelitat der Gift- und Ionenwirkung 
verlaufen. Es lassen sich wohl Organe und Umstinde finden, in denen 
die Wirkungen gleicl gerichtet sind. Wir glauben aber, daB die von 
uns vorgelegten Fille schon geniigen, um das Vorhandensein einer 
durchschlagenden RegelmaBigkeit in Abrede stellen zu dirfen. 


Die Zahl der Unstimmigkeiten kénnte man wohl noch betrachtlich 
vermehren. Am Herzen stimmen die Wirkungen von Adrenalin und Caleium 
wie dies schon aus den ersten Mitteilungen Zondeks (2) zur Besprechung 
kommt — auch nicht vollstandig iiberein. In der Literatur lassen sich 
auch Beobachtungen finden, welche in dieser Richtung zeugen. So z. B. die 
Angabe von A. K. Noyons (11), daB die léslichen Kalksalze die vaso- 
konstriktorische und blutdrucksteigernde Wirkung des Adrenalins zu 
antagonisieren imstande sind. Auf Einwirkung kalkfallender Mittel lassen 
sie dann den Adrenalineffekt wiederum in Erscheinung treten. Gegen die 
Parallelitét sprechen die Ergebnisse von P. Trendelenburg an der Bronchial 
muskulatur, wonach dort Calcium konstriktorisch, wahrend Adrenalin 
erschlaffend wirkt (22). S..M. Neuschlosz erkennt, daB diese Verhaltnisse im 
Gegensatz zu der Zondekschen Theorie stehen (23). Auch in den klinischen 
Versuchen von J. Duzar und V. Hensch (12), ebenso E. Billigheimer (13), 
zeigen sich in den Wirkungen groBe Unterschiede. 
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Die am ganzen Organismus erhaltenen Resultate kénnten aber durch 
n Zusammenspiel heterogener Faktoren vorgetéuscht werden. Wir sind 
ns daher bewuBt, daB fiir die Frage der Parrallelitit in erster Reihe die 
n isolierten Organen angestellten Versuche ins Gewicht fallen. 


Unsere Versuche richten sich gegen die Beweise der Zondekschen 
lheorie. Es ware aber trotzdem noch méglich, daB die vegetative 
Reizung durch Vermittlung von lonen zustande kommt, jedoch auf eine 
andere Weise, wie dies vielleicht eine andere Theorie darstellen kénnte. 
Wir méchten aber nun der Meinung Ausdruck geben, da’ (trotz der 
erwahnten Zusammenhiange der Ca- und Adrenalinwirkung) die Auf- 
stellung einer solchen nicht gelingen wird. Auf Grund des ansehnlichen 
Versuchsmaterials, das besonders wahrend der letzten Jahre auf diesem 
Gebiete der Pharmakologie sich ansammelte, ebenso auf Grund eigener 
Versuchserfahrungen, neigen wir zu der Ansicht, da sympatl.ico- und 
parasympatlicomimetische Gifte unmittelbar an den Zellen angreifen 
und ihre Wirkung dort, ohne eine obligate Vermittlung von Ionen, 
entfalten. 


Der Umstand, daB man in der Wirkung bestimmter Agenzien 
weitgehende Ubereinstimmung findet, ist gar nicht verwunderlich. 
Die Zahl der untersuchten Stoffe ist ja groB, die Méglichkeiten der 
Beeinflussung klein. Besonders gilt dies fiir die Wirkung kleiner Gaben, 
wo nur eine Férderung oder Hemmung normaler Funktionen statt- 
findet. Besteht eine groBe Ubereinstimmung in der Wirkung eines 
Giftes mit einem Stoffe (z. B. Ion), welcher einen standig anwesenden 
Bestandteil der Kérpersifte usw. bildet, so ist die Versuchung groB, 
den EinfluB des Giftes auf die Eigenwirkung dieses Stoffes zuriick- 
zufiihren. (Vgl. Digitalis und Calcium, Adrenalin und Calcium usw.) 
Nach unserem Eindruck ist es noch nicht gegliickt, einen solchen 
Mechanismus geniigend zu beweisen. 


Eine Warnung sollten fiir uns Fille bedeuten, wo eine derartige Er- 
klarung nicht anzunehmen ist. Es schmecken bekanntlich die Salze des 
Berylliums sii}. Wiirde dieses, dem Magnesium am niichsten verwandte 
Element an der Erdoberfliche mehr verbreitet sein, so kénnte es wohl im 
Kérper in gréBerer Menge vorkommen. Ware es nun so, dann kénnte man 
die Theorie aufstellen, daB Saccharin und andere Sii®stoffe eigentlich 
dadurch wirken, da®8 sie Berylliumionen an den Geschmackszellen kon- 
zentrieren. Da aber Beryllium im K6rper praktisch nicht vorhanden ist, 
miissen wir auf eine solche Erklirung verzichten. Wenn aber das Saccharin 
und die anderen SiiSstoffe direkt wirken kénnen, diirfen wir diese Méglich- 
keit auch anderen Substanzen, z. B. Chinin, nicht absprechen und die 
Méglichkeit offen lassen, daB Chinin seine die Bitterapparate reizende 
Wirkung selber und direkt ausiibt, nicht etwa durch Vermittlung der 
bitteren Magnesiumionen. Ahnlich kénnen wir uns dann die Wirkungen 
des Chinins und der anderen Alkaloide usw. an anderen Geweben, auch an 
der glatten Muskulatur, vorstellen. 














POS L. Jendrassik u. A. Czike: 


Die Beeinflussung der Giftwirkungen durch lonen sollte ma 
sich dann den friiheren Anschauungen entsprechend folgende: 
maBen vorzustellen haben: 

1. Die Ionen sind in bestimmten Konzentrationsverhaltnisse; 
zur Aufrechterhaltung der normalen Funktionsfaligkeit und Reizbar 
keit der Gewebe nétig. Leidet dies durch eine abnorme Salzdiat, so 
wird hierdurch auch die Reaktionsfahigkeit gegeniiber den Giften 
verandert, eventuell ganz aufgehoben. 

2. lonen kénnen das Eindringen und die Bindung der Gifte am 
Wirkungsort beeinflussen. 

3. Den Ionen kommen auch spezifische Wirkungen zu, welche sich 
mit denen der Gifte summieren kénnen. 

In die erste Gruppe gehért wohl die Erscheinung, daB in calcium. 
freier Tyrodelésung am Darm die Pilocarpinkontraktur ausbleibt 
In die zweite ware zu zaihlen der EinfluB von Kalium und Calcium 
auf die Wachstumsférderung und Hemmung von Thyreoidea- und 
Thymusextrakten an Kaulquappen, wie dies von H.Zondek und 
Reiter (14) gefunden wurde. Auf das Wachstum haben K- und Ca-Salze 
allein praktisch gar keine Wirkung, sie verandern aber im hohen Grade 
die Wirkung dieser Hormone. In die dritte Gruppe ware zu zahlen die 
Erscheinung, daB bei héherem Ca-Gehalt das Adrenalin starker wirkt 
(z.B. am Darm); ebenso die Beférderung der Digitaliswirkung am 
Herzen durch Calcium, der Wirkung der Leitungsaniasthetica durch 
Kalium. 


Zusammenfassung. 


In kaliumarmer Lésung ist die Wirkung von Pilocarpin und Kalium 
auch am Dickdarm, Magen, Uterus, Osophagus des Kaninchens, ebenso 
an der Harnblase (Kaninchen und Katze) einander entgegengesetzt 

Zwischen Calcium- und Adrenalinwirkung besteht ein grober 
Unterschied am Kaninchenuterus, wo Adrenalin erregt, Calcium aber 
in jeder Gabe nur lihmt. Die erregende Wirkung des Adrenalins tritt 
auch in Abwesenheit von Calcium (Ca-freier Lésung mit Oxalatzusatz) 
zutage. 

An den meisten Froschmagen verhalten sich Calcium und Adrenalin 
ant agonistisch. 

Am Darm der Katze laBt sich der Nachweis fiihren, daB auch an 
diesem Organ diese Wirkungen nicht immer parallel laufen. In Ca-freier 
Lésung wirkt hier Adrenalin lihmend, wihrend das Zufiigen von Ca 
zu einer Erregung fiihrt. 

Diese Erscheinungen sprechen gegen die Theorie von S.G. Zondekh 
welche einen regelmaBigen Parallelismus der Kalium- und Pilocarpin 
wirkung bzw. Calcium- und Adrenalinwirkung fordert. 
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Bei einer im vorigen Sommer mit der Assistentin Synnéve v. Hausen 
ausgefiihrten Untersuchung, die den Zweck hatte, die Ablangigkeit 
des Wachstums gewisser Leguminosen von der Bodenaziditat klar 
zustellen, sowohl wenn jene Hiilsengewachse mit Hilfe von Knéllchen- 
bakterien ohne im Boden befindliche Stickstoffverbindungen als auch 
wenn sie ohne Knélichenbakterien ausschlieBlich mit Hilfe der aus 
dem Boden entnommenen Stickstoffverbindungen wachsen, konnten 
wir unter anderem grobe Verschiedenheiten in der Zusammensetzung 
der bei verschiedenen Aziditaten aufgewachsenen Pflanzen nachweisen. 

‘Dieser Umstand ist offenbar von groBer nahrungsphysiologischer 
Bedeutung namentlich fiir solche Lander, deren Boden, wie Finnlands 
auf groBen Strecken stark sauer ist. Ich will hier die wichtigsten Ver- 
suchsresultate und insbesondere das Analysenmaterial von der Zu- 
sammensetzung unserer Versuchspflanzen kurz wiedergeben. Eine 
ausfiihrliche Mitteilung folgt demnachst an anderer Stelle. 

Die Vegetationsversuche fanden in Quarzsand statt, welcher von 
einer Glasfabrik bezogen wurde und welcher der Analyse gemaé8 praktisch 
frei von Stickstoff war. In etwa 20 Liter fassende, gut glasierte Tontépfe 
legte man je 30kg mit 10g Tricalciumphosphat vermischten Quarzsand. 
Danach wurden sémtliche Tépfe mit verschiedenen Mengen Schwefelsdéure 
begossen, derart, daS man nach und nach acht Serien von je fiinf Tépfen 
erhielt, wo der Sand die pq-Werte 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 und 6,0 besaBb. Niedrigere 
Aziditat als py 6,0 kamen leider nicht zur Anwendung, weil beim Anordnen 
der Versuche die Bodenverhiltnisse in Finnland, wo der Boden iiberhaupt 
sauer ist, beriicksichtigt wurden. Auf Grund unserer Versuche im vorigen 
Sommer liefern die von uns benutzten Hiilsengewaichse — Erbsen und 
Klee — schon bei py 6,0 gute, wenn auch nicht ganz optimale Erte. 
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In die Tépfe wurden nun Samen von Erbsen, Rot-, Bastard- und 
WeiBklee gesit. In der einen Serie wurde der Samen jeder Pflanzenart mit 
Knéllchenbakterien geimpft, in der anderen nicht. Von Erbsen wurden 
10 Samen, vom Klee 21 Samen in jeden Topf getan. Die Erbsenaussaat 
fand am 14. Juni, die Kleesaat am 23. Juni statv. Die Tépfe standen am 
Tage, wenn es nicht regnete, im Freien in der Sonne, in der Nacht und bei 
Regen unter Dach. Alle Tépfe wurden mit einer Nahrlésung von folgende 


Zusammensetzung begossen : 


MgSO, 12g pro 20 Liter 
KCI ‘ 0" a a «, en 
Bee 6. ca eo 

FeCl, 1 Tropfen pro 20 Lite 


Das BegieBungswasser der ungeimpften Serien enthielt auBerdem auf 

20 Liter 6,4 g Ammoniumnitrat. Die geimpften Pflanzen erhielten keine 
Stickstoffsalze. Fiir jeden Topf wurde das pq des BegieBungswassers mit 
Hilfe der Schwefelséure so geordnet, daB es mit der Aziditat des betreffenden 
Sandes iibereinstimmte. Das pq wurde jeden Tag wahrend des ganzen 
Sommers elektrometrisch mit Hilfe der Chinhydronelektrode bestimmt 
und konnte tatsichlich in jedem Topfe sehr konstant gehalten werden. 
Die Schwankungen betrugen héchstens + 0,04 py. Die Erbsen wurden 
am 23. August geerntet, als ihr Wachstum in saémtlichen Tépfen praktisch 
genommen aufgehért hatte. Der Klee wurde am 15. November geerntet. 
Stengel und Wurzeln wurden mdéglichst sorgfaltig getrennt gesammelt und 
aufgehoben. Die Kndélichen trennte man mit einem scharfen Messer von 
den Wurzeln ab und analysierte sie apart. Die Erbsen hatten in beiden 
Serien bei py 6,0, 5,5 und 5,0, dazu in der ungeimpften Serie bei pq 4,5 
gebliiht und Schoten gebildet. Der WeiSklee bliihte in simtlichen Tépfen 
der ungeimpften Serie, in der geimpften bei py 6,0, 5,5 und 5,0. Der Bastard- 
klee bliihte in der ungeimpften Serie 





JS | bei pq 6,0, 5,5 und 5,0, in der ge- 
Pisum sativum /| impften bei pq 6,0 und 5,5. Der 


Rotklee bliilite in keinem einzigen 
Topfe. Die Ernteertrige sind weiter 
ty unten durch Kurven (Abb. 1 bis 4) 
veranschaulicht. Die Kurven legen 
das Trockengewicht der oberirdischen 
Teile von zehn Pflanzen dar. 
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Bevor ich tiber die Analysenresultate in betreff der Zusammen- 
Pflanzen berichte, ist es angebracht, die SchluBfolgerungen, 
zu welchen die Versuche mit und ohne Knéllchenbakterien fiihrten, zu 
erwahnen. Die wichtigsten derselben sind: 

1. Wachsen die Leguminosen in stark stickstoffhaltigem Sande, 


ohne von den Kndéllchenbakterien abhingig zu sein, so nimmt ihr 


setzung der 
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PuH+Wachstumskurven der Knéllchenbakterien verschiedener Leguminosen. 


Abb. 5. 
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Wachstum mit zunehmender Aziditat bei weitem nicht so kraftig ab, 
wie wenn sie in stickstofffreiem Sande mit Hilfe der Knéllchenbakterien 
wachsen (siehe Abb. 6 bis 9), in welchem Falle die py-Wachstumskurve 
der Hiilsengewachse ungefahr mit derjenigen der Knéllchenbakterien 
zusammenfallt (siehe Abb. 5). Die Knéllchenbakterien sind also viel 
empfindlicher gegen Aziditat als die Leguminosepflanzen Darauf 
beruht es, daB in stark stickstoffhaltigen Moorbéden der Klee noch 
bei pu 4,5 recht gute Ernte liefert, wahrend in stickstoffarmen Acker 
biden unter py 5.0 kein erwihnenswertes Wachstum vorkommt 





Abb. 6. Rotklee, geimpft, ohne Stickstoffnahrung. 





Abb. 7. Rotklee, ungeimpft, mit Ammoniumnitrat. 





Abb. 8. Weifkilee, geimpft, ohne Stickstoffnahrung. 
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Abb. 9 


Weifkiee, ungeimpft, mit Ammoniumnitrat 


2. Verschiedene Hiilsengewaichse kénnen bei giinstiger Boden- 
aziditat sich des Stickstoffs der Knéllchenbakterien in ungleichem 
MaBe bedienen (s. Abb. 6 bis 9). Der Rotklee gedeiht besser mit Hilfe 
der Knélilchenbakterien in stickstofffreiem Sande, als mit Hilfe einer 
reichlichen Menge von Ammoniumnitrat ohne Kndéllchenbakterien 
Mit dem WeifBklee verhalt es sich gerade umgekehrt. Bastardklee und 
Erbsen gedeihen ungefahr gleich gut mit Knéllchenbakterien wie mit 
Ammoniumnitrat. Unseres Erachtens nehmen sich die Hiilsengewachse 
ihren Stickstoff aus den Knéllchen in der Form von Aminosauren, und 





Abb. 10. 


Erbse, geimpft. Wurzelsystem bei verschiedenem Py 
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Abb. 11. 


Erbse, ungeimpft. Wurzelsystem bei verschiedenem py, 





Abb. 12. 


Bastardklee, geimpft. Wurzelsystem bei verschiedenem Py 


fiir die verschiedenen Leguminosen ist diese Stickst offquelle eventuell 
mehr oder weniger vorteilhaft. 
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3. Bei Hiilsengewachsen, die ausschlieBlich auf die Kndéllchen- 
bakterien angewiesen waren, weichen die Wurzeln an Form und GréBe 


in hohem Grade von den Wurzeln solcher Pflanzen ab, die als Stickstoff- 
quelle nur Ammoniumnitrat erhielten. Im ersteren Falle sind di 
Wurzeln kriaftig gebaut und das feinfaserige Wurzelwerk ist sehr 
sparlich, im letzteren Falle bilden die zarten Faserwurzeln den Haupt- 


6.0 5.5 5,0 45 40 





Abb. 13. Bastardklee, ungeimpft. Wurzelsystem bei verschiedenem Pq 


bestandteil. Der Unterschied geht aus den Abb. 10 bis 13 deutlich 
hervor. Da die iibrigen Nahrstoffe, auBer dem Stickstoff, in beiden 
Versuchsserien dieselben waren, so ist es klar, daB der Umstand, ob 
die Pflanze ihren Stickstoff aus dem Boden oder aus den Wurzelknéllchen 
aufnimmt, in hohem Grade den Wurzelbau bei den Hiilsengewachsen 
beeinfluBt. 

Die Analysen des Stickstoff-, Phosphor- und Kaligehaltes der 
Pflanzen lieferten folgende Resultate. N wurde nach Kjeldahl, P.O; 
nach der Molybdatmethode und K,O nach der Kobaltnitritmethode 
bestimmt. Die Zahlen in den Tabellen sind stets pro Trocken- 
substanz von zehn Pflanzen berechnet. 
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Einwirkung der Bodenaziditat auf das Wachstum usw. 
Geimpfte Erbse. 
N Asche P.O K,O 
8 & 
Py des (Quarzsandes 6,0. 
Stengel und Blatter 0.598 3.25 2.079 13.30 1.62 1.70 
Hiilsen (ohne Samen) 0,051 1.37 0.367 9.87 0.80 1,90 
Samen 0.477 4.47 0.422 3.95 0.70 1.03 
Wurzeln 0,124 4.17 1.486 49.98 1,70 1.68 
Knodlichen 0.029 4.23 0.150 21.82 1.53 1.95 
Pa des Quarzsandes 5.5. 
Stengel und Blatter 0,237 2.88 1.064 12,93 1,51 1.64 
Hiilsen (ohne Samen) 0,061 2.46 0.218 S80 0.70 1.61 
Samen 0,132 4.29 0.112 3.64 0.56 0.93 
Wurzeln 0,060 3.81 0,760 48,26 1,57 1,58 
Knollchen 0,019 3.71 0.103 20,08 1,29 1,65 
Pa des Quarzsandes 5,0. 
Stengel und Blatter . 0,178 2,29 0.860 11,06 1,06 1.48 
Hiilsen (ohne Samen) . 0,020 3.43 0,045 7.64 0.63 1,37 
Samen 0,058 4.14 0.048 3.43 0,49 0.91 
Wurzelu 0.033 2.9) 0.5038 44.35 1,28 1.25 
Knodlichen 0,004 3.29 0,023 19.14 1.14 1,55 
Pu des (uarzsandes 4,5 
Stengel und Blatter 0,066 2.10 0,312 9,93 1,04 1,47 
Wurzeln 0,016 2.13 0,304 40.56 1,27 1,22 


* Das Wachstum war hier schon ganz minimal. 


Bei den geimpften Kleen sind die Analysen- 


werte der bei Py 4,5 und 4,0 gewachsenen Pflanzen wegen des unbedeutenden Wachstums nicht 


in den Tabellen eingefihrt. 


Ungeimpfte Erbse. 





Stengel und Blatter 
Hiilsen (ohne Samen) . 
samen 

Wurzeln 


Stengel und Blatter 
Hiilsen (ohne Samen) . 
Samen 

Wurzelu . 


Stengel und Blatter 
Hiilsen (ohne Samen) . 
Samen 

Wurzeln 


N Asche 


Pu des (Quarzsandes 6,0. 


0,664 3,28 3,101 
0,060 2.28 0,252 
0,457 4.33 0.468 
0.064 2.74 1,214 
Pu des Quarzsandes 5.5. 
0,443 3,22 1,706 
0.075 2.43 0,272 
0,422 4.27 0,426 
0,058 2.66 1,071 


Pu des (uarzsandes 5,0. 


0,264 2.62 1,051 
0,021 3.28 0.051 
0,042 4,09 0,041 
0,040 214 0.827 


15.32 
9.57 
4.43 

51.99 


12.40 
SS) 
4,31 

49.13 


10,438 
8.03 
4.03 

44,27 


P.O; 


1,61 
0,65 
0.65 
1,47 


1,41 
0.65 
0.50 
1,28 


1.61 
1,79 
0.99 
1.59 
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N Asche P.O; K.O 
8 ' & 
Pu des (uarzsandes 4.5. 
Stengel und blatter 0.143 2.05 0.703 10.08 1,15 1,48 
Hilsen (ohne Samen) . 0,921 3,59 0,045 7.56 0.63 1,43 
Samen 0,033 4.12 0,031 3.82 0,50 0,73 
Wurzeln 0.027 2.09 0.515 39.89 125 | 1,35 
Pu des Quarzsandes 4.0. 
Stengel und Blatter 0,153 1,97 0.771 9.93 0.98 1.37 
Waurzeln 0,016 1.84 0.341 39,20 1.05 1,24 
Geimpfter Rotklee. 
N Asche P.O K.O 
2 "10 & 
Pu des Quarzsandes 6,0. py des Wurzelsaftes 6,03. 
Oberirdischer Teil 0.809 4.41 4.641 25,30 1,61 1.47 
Wurzeln 0,244 3,60 1,811 26,72 33 1,63 
Knollehen . 0,022 4.31 0.172 33.65 2,10 2.38 
Pu des Quarzsandes 5.5. py des Wurzelsaftes 5.68. 
Oberirdischer Teil 0.430 4.39 2.412 24,62 1,58 1,39 
W urzeln 0.133 2.81 1,253 26,48 1.19 1.41 
Knolichen . 0.014 3.61 0,128 32,92 1.61 2.19 
Pu des Quarzsandes 5,0. py des Wurzelsaftes 5,26. 
Oberirdischer Teil 0,198 4.31 1,027 22.36 1,52 1.28 
W urzeln 4 0,048 2,29 0.527 25,12 1,11 1,11 
Knollehen 0,004 3.05 0,042 52,10 1,52 2,05 
Ungeimpfter Rotklee. 
N Asche P.O; K,O 
& ry 
Pu des Quarzsandes 6.0. py des Wurzelsaftes 6,07. 
Oberirdischer Teil 0,421 4,21 2.895 28,07 1,65 1.55 
Wurzeln . a 0,127 3,22 1.080 27,38 1,37 1,61 
pu des Quarzsandes 5.5. py des Wurzelsaftes 5,66. 
Oberirdischer Teil 0.318 3,79 2.231 26,59 1,60 1,48 
Wurzeln 0,096 2.85 0,908 26,96 1,30 1,36 
Pu des Quarzsandes 5,0. py des Wurzelsaftes 5,26. 
Oberirdischer Teil 0,214 3,75 1,485 26,93 1,58 1,37 
W urzeln ; 0,056 2.61 0.551 25,69 1,19 1,12 
Pu des Quarzsandes 4,5. py des Wurzelsaftes 4,97. 
Oberirdischer Teil 0.147 3,67 1,014 25,32 1,50 1,35 
W urzeln 0,059 2.43 0,629 25.53 1,17 0.93 
Pu des Quarzsandes 4,0. py des Wurzelsaftes 4.76. 
Oberirdischer Teil 0,084 3,61 0,529 22.36 1,48 1,27 
Warzeln 0.047 2.24 0.523 24.94 1,03 0.83 
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Geimpfter Bastardklee. 
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Asche 








N P.O; K,O 
& - uv . "10 " as uv 
Pu des Quarzsandes 6,0. py des Wurzelsaftes 6,03. 
Oberirdischer Teil 0,918 4.39 3,846 18,39 1,70 1,85 
Wurzeln 0,141 3.61 0,989 25,34 1,42 1,54 
Knéllchen . 0,088 8,05 0,135 28,57 2.49 2,81 
Pu des Quarzsandes 5,5. py des Wurzelsaftes 5,51. 
Oberirdischer Teil 0,586 3,91 2,515 16,78 1,60 1,59 
Wurzeln 0,075 2,88 0,647 24,86 1,33 1,43 
Kndllchen . 0,011 7,14 0,039 25,60 2,06 2,41 
Pu des Quarzsandes 5,0. py des Wurzelsaftes 5,37. 
Oberirdischer Teil 0,248 3,64 1,061 15,57 1,49 1,44 
Wurzeln 0,036 2.76 0,306 23,47 1,21 1,09 
Knollchen . 0,007 5,95 0,030 25,30 1.54 1,61 
Ungeimpfter Bastardklee. 
N Asche P.O. K.O 
& z "lo "lo "lo 
Pu des Quarzsandes 6,0. py des Wurzelsaftes 6,13. 
Oberirdischer Teil 0,962 4,07 4,626 19,57 1,71 1,76 
Wurzeln 0,162 2,66 1,518 24,93 1,40 1,56 
Pu des Quarzsandes 5,5. py des Wurzelsaftes 5,63. 
Oberirdischer Teil 0,824 3,81 3,873 17,91 \,61 1,59 
Wurzeln . 0,140 2,59 1,331 24,62 1,32 1,37 
Pu des Quarzsandes 5,0. py des Wurzelsaftes 5,26. 
Oberirdischer Teil 0,526 3,68 2,373 16,60 1,48 1,40 
Wurzeln 0,115 2,37 1,165 24,01 1,23 1,07 
Pu des Quarzsandes 4.5. py des Wurzelsaftes 5,02. 
Oberirdischer Teil 0,317 3,48 1,382 15,17 1,46 1,29 
Wurzeln 0,115 2,18 1,220 23,14 1,15 0,87 
Pu des Quarzsandes 4,0. py des Wurzelsaftes 4,72. 
Oberirdischer Teil 0,120 3.41 0,512 14,55 1,41 1,23 
Wurzeln 0,060 1,96 0,662 21,63 1,00 0,85 
Geimpfter WeiBklee. 
N Asche POs K,O 
er ee et,“ oo a 0), %/, 
Pu des Quarzsandes 6,0. py des Wurzelsaftes 5,97. 
Oberirdischer Teil 0,567 3,75 3,496 23,12 1,65 1,97 
Wurzeln . 0,221 3,62 1,517 24,82 1,38 1,59 
Knéllchen . 0,027 5,63 0,137 28,65 2.95 3,70 
Biochemische Zeitschrift Band 193. 21 
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Asche 





K,0 














|) POs 

& %o 2 %o I 9% %o 

Pu des Quarzsandes 5,5. py des Wurzelsaftes 5,66. 
Oberirdischer Teil 0.487 3,45 2,930 20,76 1,62 1,63 
Wes. he 0,121 3,15 0,848 22,10 1,21 1,29 
Kndélichen . . . . 0,020 5,36 0,102 27,27 2,84 3,61 

Pu des Quarzsandes 5,0. py des Wurzelsaftes 5,16 
Oberirdischer Teil 0.210 | 2,95 1,329 18,67 1,54 1,55 
Wurzeln bie 4 de 0,070 | 235 0,635 21,29 1,08 1,13 
Knélichen . . . . 0,012 5,03 0,060 25,12 2,32 3,49 

Ungeimpfter WeiSklee. 
we N A onan ue } P.O; K,O 
8 0 ° 8 %/o 0, 0 

Pu des Quarzsandes 6,0. py des Wurzelsaftes 6,07. 
Oberirdischer Teil 1,079 4,14 6,226 23,89 1,61 1,94 
Wurselm .... 0,664 2,79 5,630 23,64 1,40 1,64 

Pu des Quarzsandes 5,5. py des Wurzelsaftes 5,67. 
Oberirdischer Teil 0,800 | 392 || 4,592 22,50 1,58 1,63 
Wem . ih). 0,524 | 2,57 || 4,650 22,80 1,22 1,39 

Pu des Quarzsandes 5,0. py des Wurzelsaftes 5,32. 
Oberirdischer Teil 0,618 3,36 3,988 21,68 1,56 1,38 
Wurtin .... 0,204 2,17 1,869 19,88 1,15 1,02 

Pu des Quarzsandes 4,5. py des Wurzelsaftes 4,97. 
Oberirdischer Teil 0,320 2,94 1,974 18,14 1,54 1,29 
Wersen .... 0,092 2,04 0,880 19,53 1,09 0,97 

Pu des Quarzsandes 4,0. py des Wurzelsaftes 4,64. 
Oberirdischer Teil 0,124 2,87 0,727 16,82 || 1,47 1,27 
Wurzen .... 0,058 1,93 0,573 19,06 | 0,97 0,86 


Die Tabellen legen iibereinstimmend dar, daf mit der Abnahm« 
der Azidilat der Stickstoffgehalt der Pflanzen bedeutend steigt (s. Abb. 14 
und 15). Dies kann bei allen Versuchspflanzen beobachtet werden 


LieBe man in den geimpften Serien auch die Werte bei py 4,0 und 4,5 
unberiicksichtigt, da bei diesen Aziditaéten kein wesentliches Wachstum 
stattgefunden hat, so ist der Unterschied im Stickstoffgehalt der bei 
pu 5,0 und 6,0 gewachsenen Pflanzen schon groB. So haben die ge- 
impften Erbsen bei px 6,0 einen um 30°%, héheren Stickstoffgehalt als 
bei pu 5,0, und der Stickstoffgehalt des ungeimpften WeiBklees ist bei 
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pa 6,0 um 19% héher als bei py 5,0 und um 31 %, héher als bei py 4,0. 
\)a der Unterschied sowohl in den geimpften wie in den ungeimpften 
Serien hervortritt, spielt der Umstand, ob die Pflanze ihren Stickstoff 
aus den Wurzelknélichen oder aus dem Boden nimmt, keine wesent- 
liche Rolle. Ubrigens ist es interessant festzustellen, daB die bei py 6,0 
gewachsenen Pflanzen der geimpften und der ungeimpften Serien sich 
in betreff ihres Stickstoffgehaltes in gewissem Grade voneinander 
unterscheiden. Beim Rot- und Bastardklee, die mit Hilfe des aus den 
Bakterien erhaltenen Stickstoffs gut 
gedeihen, ist der Stickstoffgehalt 
der geimpften Pflanzen gréBer als 
der der ungeimpften; beim Weib- 
klee, der nicht mit Hilfe des 
Bakterienstickstoffs | vollkommen 
gut gedeiht, ist das Verhaltnis ein 
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Abb. 14. Abb. 15. 


Was fiir stickstoffhaltige Substanzen auBer EiweiBstoffe es sind, 
deren Bildung in den Hiilsengewaichsen bei zunehmender Boden- 
aziditaét schwacher wird, wissen wir noch nicht. Wahrend der 
nichsten Vegetationsperiode wollen wir Versuche in gréBerem Mab- 
stabe anstellen und wollen danach streben, insbesondere auf diese 
Frage Licht zu werfen. Wir haben auch die Absicht, im Freien bei 
verschiedenem py gewachsene Pflanzen zu analysieren. 

Auch der Phosphor- und Kaliumgehalt bei verschiedenem py ge- 
wachsener Pflanzen weist gréBere oder kleinere Unterschiede auf, wie die 
obigen Tabellen darlegen. Bei der Erbse vermindert sich namentlich 
der Phsphorgehalt mit der Zunahme der Aziditét, wie man aus den 
Kurven, Abb. 16, entnehmen kann. Die Verminderung ist ungefahr 

2i* 
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gleichstark bei den geimpften und den ungeimpften Pflanzen. Six 
zeigt sich nicht allein in den Stengeln, Blattern und Wurzeln, sondern 
auch in den Samen, also in der 









Erase \Pz0s u. 40 Gehalt ganzen Pflanze. Der Kaliumgehalt 


verandert sich mit der Bodenazidit ii 


waned a" bei weitem nicht so viel wie der 
a 
= S<F Phosphorgehalt. 
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Abb. 16. Abb. 17 


Beim Klee sind die Unterschiede des Phosphor- und Kalium- 
gehaltes viel geringer als bei der Erbse (Abb. 17). Worauf dies beruht 
ist schwer zu sagen. Jedenfalls vermindert sich auch im Klee deutlich 
die Kalium- und Phosphormenge mit der Zunahme der Aziditat. 

Unsere Vegetationsversuche legen also deutlich dar, daB die Unter- 
schiede der Bodenaziditit bei gleicher Nahrung und unter gleichen 
auBeren Umstanden merkbar auf die Zusammensetzung der Pflanzen 
eirwirken. Es wird besonders interessant sein nachzuweisen, in welchen 
Stoffgruppen die gréBten Unterschiede vorkommen und ob in sauren 
Béden auch die Bildung gewisser physiologisch speziell wichtiger 
Substanzen (z.B. Vitamine, Wachstumsfaktoren) gehemmt wird 
Zum Schlu8 kann ich nicht umhin, darauf hinzuweisen, daB in Finnland 
in solchen Gegenden, wo die Bodenaziditaét am gréBten ist, die Tuber- 
kulose ihre starkste Verbreitung zu haben scheint. Ob die Zusammen- 
setzung der Nahrungsstoffe irgendwie dazu beitrigt, ist natiirlich jetzt 
noch unméglich zu entscheiden. 
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Nochmais: Elektrodialyse oder Elektroosmose. 


Bemerkungen zu der Arbeit: ,,Zur physikalisch-chemischen Kennzeichnung 
yon normalem und pathologisch verindertem Blutserum® von G. Lasch 
und J. Reitstdtter. 


Von 
L. Reiner. 


(Hygienisches Institut der k. ungar. Elisabeth-Universitat, Pécs). 


(Eingegangen am 28. Dezember 1927.) 


Der Autor dieser Zeilen fiihlt selbst, daB das Problem der Ladung der 
Membranen bei der Elektrodialyse fiir die meisten Fachleute wenigstens in 
groBen Ziigen erledigt ist. Auch seine im Jahre 1926 iiber diese Frage ver- 
offentlichte Mitteilung enthielt in dem theoretischen Teile nichts, was vom 
physikalisch-chemischem Standpunkte aus als prinzipiell neu betrachtet 
werden konnte. Zur Veréffentlichung der dort entwickelten Gedanken 
war Verfasser durch die Tatsache angeregt, daB in der Literatur bis dahin nie 
betont wurde, daB 1. die Anderung der Wasserstoffionenkonzentration wahrend 
der Elektrodialyse nicht eine besondere Erscheinung ist, die nur bei der Elektro- 
dialyse mit geladenen Membranen aufjtritt, sondern daB es sich hier um eine 
allgemein — also auch bei der Elektrodialyse mit nicht geladenen Membranen - 
aujtretende Erscheinung handelt, und 2., daB die Endreaktion bei der Elektro- 
dialyse, wegen der Hydrolyse des nicht diffusiblen Ampholyts, der isoelektrische 
Punkt des letzteren sein muf'. 

Leider bin ich aber gezwungen, zu dieser Frage nochmals zuriick- 
zukehren, da Frl. G. Lasch und Herr J. Reitstétter in der im Titel genannten 
Arbeit, die Richtigkeit meiner Folgerungen bezweifelnd, folgendes schreiben: 
Ll. Reiner hat bei seinen Uberlegungen angenommen, daB die Badefliissig- 
keiten wahrend der Elektrodialyse sich in Ruhe?® befinden, dies trifft aber 
niemals zu...“ 


' Bei dieser Gelegenheit sei darauf hingewiesen, daB die in der er- 
wahnten Arbeit entwickelten Gleichungen fiir den speziellen Fall gelten, 
daB die Widerstandskapazitét des elektrodialytischen Troges gleich 1 ist 
(der Trog ist 1 cm lang und die wirksame Fliche der Membranen betrigt 
lqem). Dies wurde in der erwaéhnten Arbeit aus Versehen nicht betont. 
Von den Dimensionen des Troges unabhangig, gilt fiir die Tendenz zur 
Séuerung: 


2 1I*—ZI- 
P 
2? Im Original gesperrt. 


4X (Set ut —Te-w). 
= 
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Ich weiB nicht, wie die beiden Autoren dies behaupten konnten, wen 
auch nur der eine von ihnen die fragliche Arbeit (die ich iibrigens Herr 
J. Reitstétter auf sein Verlangen zugesandt habe) gelesen hat. In der Arbeit 
steht naimlich an der Stelle, wo das Gedankenexperiment beschrieben wird 

»Man denke sich eine Lésung... in einem Troge, dessen zwei gege 
iiberstehende Seiten durch eine nicht beladene Membran begrenzt sind. Di 
Widerstandskapazitat des Troges sei konstant, und es sei durch Riihren dafii; 
gesorgt, ...°* Es ist also eine meiner wesentlichsten Annahmen, daf wdahrend 
der Elektrodialyse geriihrt wird. Im Gegensatz zu der Auffassung obige: 
Autoren wiirden meine Folgerungen fiir den Fall, daB die Badefliissigkeit 
sich in Ruhe befindet, gar nicht stimmen. Um so erstaunlicher ist also, 
daB es in der zitierten Arbeit weiter heiBt: ,,Dadurch werden aber die Schliiss: 
Reiners hinfdllig*. Hinfallig waren naimlich meine Schliisse gerade dann, 
wenn ich sie auf den Vorgang bei ruhender Mittelfliissigkeit angewendet 
hatte. Bei dieser Anordnung entsteht naimlich immer Alkali an der Kathoden 
seite und Saéure an der Anodenseite. 

Der oben begonnene Satz lautet weiter: ,,womit nicht bestritten werden 
soll, daB man nach unendlich langer Zeit ber Anlegung entsprechend schwacher 
Stréme schleBlich, gleichgiiltig, welche Diaphragmen man verwendet, zu einer 
dem isoelektrischen Punkte des nichtdiffusiblen Ampholyten sehr naheliegenden 
Aziditdt gelangt“. 

Hiermit widersprechen sich die Autoren selbst, da sie meine Folgerungen 
in demselben Satze als hintdllig bezeichnen, jedoch das Wesentliche darin 
nicht bestreiten wollen. 
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Stoffwechsel embryonaler Gewebe in Serum. 
Von 
Susumu Kumanomido. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 28. Dezember 1927.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Ich habe mich auf Vorschlag von Herrn Warburg mit der Frage 
beschaftigt, ob Serum auf normale wachsende Zellen antiglykolytisch 
wirkt. Das Versuchsmaterial waren junge Embryonen von Hiihnern 
und Ratten, sowie Chorion und embryonale Herzen. Der Stoffwechsel 
wurde im arteigenen Serum der erwachsenen Tiere gemessen und mit 
dem Stoffwechsel in Ringerlésung verglichen. 

Es zeigte sich, daB die anaerobe Glykolyse embryonaler Gewebe in 
Serum kleiner ist alsin Ringerlésung. Die gréBten Ausschlage erhielt ich 
mit Hiihnerembryonen. Ihre anaerobe Glykolyse war — im Durchschnitt 
von 67 Versuchen — in Ringerlésung um 49°%, gréBer als in Serum. 

Da Ringerlésung Kérperzellen schidigt, so kénnte die gréBere 
Glykolyse in Ringerlésung die Folge einer Zellschadigung sein. Wahr- 
scheinlich ist dies nicht. Wie es aber auch sein mag, jedenfalls bilden 
Embryonen in Serum weniger Milchsaure, als sie nach ihrem Gehalt an 
glvkolytischem Ferment bilden kénnten. 

Entfernt man die Kristalloide des Serums durch Dialyse gegen 
Ringerlésung, so verliert das Serum seine Wirkung auf den Stoff- 
wechsel nicht. Ebensowenig verliert das Serum seine Wirkung, wenn 
man es 30 Minuten auf 55° erhitzt. 


Versuchsanordnung. 

Der Stoffwechsel wurde manometrisch! gemessen, aerob in 5% 
CO, in O,, anaerob in 5% CO, in N, (iiber gliihendem Kupfer von 
Sauerstoff befreit). Die Versuchstemperatur war 37,5°. 

Das Serum wurde durch Zentrifugieren spontan geronnenen Blutes 
erhalten. Bicarbonat und Glucose wurden bestimmt und nétigenfalls 
hinzugefiigt, bis das Serum in bezug auf Bicarbonat 2,5 .10~*n, in 
bezug auf Glucose etwa 1,1.10-2n war. Ebensoviel Bicarbonat und 
Glucose enthielt die Ringerlésung. Der Stoffwechsel in Serum und 
Ringerlésung wurde also bei gleichem Bicarbonat- und Glucose- 
gehalt verglichen. 


1 Experimentelle Einzelheiten und Formeln vgl. bei Warburg, Stoff- 
wechsel der Tumoren. Berlin, J. Springer, 1926. 
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Zur Dialyse wurde das Serum in Kollodiumhiilsen gefiillt, die nac! 
der Vorschrift von Lundsgaard' hergestellt waren. Die AuBenfliissigkeit 
war Ringerlésung ohne Bicarbonat und Glucose, die Temperatur bei 
der Dialyse etwa 0°. Die Dauer der Dialyse betrug 24 Stunden. Der 
Erfolg der Dialyse wurde durch Zuckerbestimmungen nach Hagedorn- 
Jensen gepriift. Im allgemeinen war nach 24stiindiger Dialyse der nach 
Hagedorn-Jensen berechnete Glucosegehalt auf '/,, des Anfangswertes 
gesunken. Vor der Stoffwechselmessung wurden Bicarbonat und 
Glucose dem dialysierten Serum bis zu den oben genannten Kon- 
zentrationen wieder zugesetzt. 


Hiihnerembr yonen. 


In Abb. 1 ist das Ergebnis meiner Messungen, soweit sie die anaerobe 
Glykolyse betreffen, graphisch dargestellt. Wog der Embryo 1 bis 2 mg, 
so war die anaerobe Glykolyse in Ringerlésung durchschnittlich 35°, 
gréBer als in Serum. Wog der Embryo 3 bis 4 mg, so war die anaerobe 
Glykolyse in Ringerlésung durchschnittlich 78°, gréBer als in Serum 
Wog der Embryo tiber 4 mg, so war die anaerobe Glykolyse in Ringer- 
lésung durchschnittlich 40°, gréBer als in Serum. Im Mittel simtlicher 
Versuche war die anaerobe Glykolyse in Ringerlésung 49°, gréBer als 
in Serum. 
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Tabelle I enthalt die Versuche, in denen Embryonen aus Eiern 
derselben Zucht und derselben Bebriitungsdauer in Ringerlésung und 
Serum verglichen wurden. In jedem Fall war die anaerobe Glykolyse 
in Ringerlésung gréBer als in Serum. 


' C. Lundsgaard und A. Holboll, Biol. Chem. 68, 439, 1926. 
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Tabelle I. 
\naerobe Glykolyse von Hiihnerembryonen. Die Embryogewichte sind die 
Trockengewichte eines Embryos und in Klammern den Q-Werten beigefiigt. 





Oy ey In Ringerlosung 
in Serum in Ringerlésung o mehr 
mg mg 

14,8 (0,86) 22.8 (0,70) 53.5 
12,9 (0,58) 22.9 (0,81) 76,2 
20,1 (0,95) 22.8 (0,79) 13,4 
12,9 (0,83) 15,4 (0,92) 19,4 
15,6 (1,82) 20,8 (1,23) 33,3 
12,5 (1,29) 18,8 (1,02) 50,4 
15,4 (1,92) 24,0 (1,90) 55,8 
15,1 (1,17) 25,9 (0,97) 71,6 
16,2 (1,20) 21,4 (1,67) 31,4 
11,4 (2,98) 17,4 (3,02) 50,9 
9,4 (2,89) 15,4 (2,64) 62,8 
8.8 (2,21) 17,9 (3,19) 101,5 
9,1 (2,15) 15,2 (4,21) 60,9 
14,7 (2,91) 18.8 (3,52) 27,9 
13,7 (2,13) 19.3 (2,44) 40,3 
8,8 (3,49) 13,3 (4,01) 50.4 
12,4 (3,57) 18,5 (4,27) 49,0 
9,5 (3,24) 14,5 (3,27) 53.0 
9,7 (4,35) 13,8 (3,97) 42,0 
12,3 (5,03) 17.0 (2,86) 38.6 


Tabelle II enthalt Versuche, in denen die anaerobe Glykolyse in 
Ringerlésung und dialysiertem und nichédialysiertem Serum verglichen 
wurde. Der erste Versuch war wegen zu geringer Unterschiede zwischen 
Ringerlésung und Serum ungiinstig. Die iibrigen vier Versuche zeigen, 
daB Dialyse die Wirkung des Serums nicht andert. Denn die anaerobe 
Glykolyse in dialystertem und nichtdialysiertem Serum war gleich 
und erheblich kleiner als in Ringerlésung. 


Tabelle II. 


Anaerobe Glykolyse von Hiihnerembryonen. Die Embryogewichte sind die 
Trockengewichte eines Embryos und in Klammern den Q-Werten beigefiigt. 





No No Ny 
Gu Cu 
in Ringerlésung in Hibnerserum in dialysiertem Hihnerserum 
13,3 8.8 10.3 
(4 Tage alt 4,01 mg) (4 Tage alt 3,49 mg) (4 Tage alt 4,51 mg) 
20,8 8,2 8.4 
(4 Tage alt 1,94 mg) (4 Tage alt 2,66 mg) (4 Tage alt 2,50 mg) 
18,5 12,4 11,4 
(4 Tage alt 4,27 mg) (4 Tage alt 3,57 mg) (4 Tage alt 4,49 mg) 
14,5 9,5 9,1 
(4 Tage alt 3,27 mg) (4 Tage alt 3,24 mg) (4 Tage alt 5,90 mg) 
29.4 17,8 16,5 


(3 Tage alt 1,17 mg) (3 Tage alt 1,16 mg) (3 Tage alt 1,11 mg) 
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Tabelle III enthalt das Ergebnis von 16 vollstandigen Stoffwechse! 
versuchen mit Hiihnerembryonen in Hiihnerserum. Wie man sieht 
ist die doppelte Atmung, nach ihrem absoluten Wert, immer betrachtlic! 
gréBer als die anaerobe Glykolyse. Der GarungsiiberschuB! 

U = Q¥ — (2Qo,) 
wird also negativ (— 7 bis — 27). Zwei Protokolle mit allen experimen. 
tellen Einzelheiten findet man am Schlusse der Arbeit. 


Tabelle III. 


Atmung und Glykolyse von Hiihnerembryonen in Hiihnerserum. 





Trockengewicht | oO N ——— 

eines Embryos Yo 2 ey Uy ¥ "a 
0,085 — 164 5,9 25,8 — 6,9 
0,086 — 18,1 9,2 29,4 — 68 
0,093 — 20,2 7,5 23,6 —17 
0,10 — 16,4 7,9 25,5 — 7 
0,27 — 22.4 5,5 18,5 — 27 
0,54 — 15,2 4.5 16,0 —14 
0,95 — 15,9 6,9 21,0 —l1l1 
0,995 — 143 0,6 11,4 —17 
1,01 — 18,9 1,7 11,5 — 26 
1,16 — 20,2 3,8 13,1 — 27 
1,20 — 21,4 5,1 - 16,3 — 27 
1,86 — 16,4 0,9 9,7 — 23 
2,40 — 11,6 0,85 13,3 —10 
2,67 — 12,9 0,0 10,5 —15 
3,87 — 10,5 0,95 9,7 —11 
4,73 - 81 | 1,2 7,5 — 6s 


Chorion und embryonales Herz von Hiihnern. 


Mit Chorion und Herzen von Hiihnerembryonen habe ich je einen 
Versuch ausgefiihrt und auch hier die anaerobe Glykolyse in Ringer- 
lésung gréBer gefunden als in Serum. 





Objekt Medium ey | In y= 
Chorion (der Embryo wog trocken { Hihnerserum 28 } 14 

34 mg) | Ringerlésung 32 
Herz (der Embryo war 6 Tage {) Hihnerserum 26 } 35 
alt, ein Herz wog trocken 0,3 mg) Ringerlisung 35 


‘ Vgl. O. Warburg. diese Zeitschr. 184, 484, 1927. 
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Embryonen und Chorion der Ratte. 


Tabelle IV enthalt das Ergebnis meiner Versuche mit embryonalen 
Rattengeweben. Auch hier war die anaerobe Glykolyse in Ringer- 


lésung gréBer als in Serum. 


Tabelle IV. 


Die Gewichte sind Trockengewichte. 





Objekt Medium Vy = en 
Embryo (Gewicht 1,68 mg) | Rattenserum 13 | 54 
Ringerlosung 20 | 
. ‘ t 9 i 
Embryo (Gewicht 1,34 mg) Rattenserum l é | 37 
, Ringerlosung 26 | 
Chorion eines 11 mg schweren { Rattenserum 20 On 
: es . 5 
Embryos | Ringerlésung 25 
Chorion eines 39mg schweren {| Rattenserum 18 ) on 
Embryos | Ringerlésung 24 ns 
Chorion eines 135 mg schweren Rattenserum 19 | _ 
. ‘ ‘ 17 
Embryos Ringerlosung 23 ) 
Chorion eines 320 mg schweren { Rattenserum 16 } 16 
“ ) 
Embryos | Ringerlésung 19 I 


Wachsende Gewebe des Menschen. 

Um die Wirkung von menschlichem Serum in gleicher Weise wie 
die Wirkung von Hiihner- oder Rattenserum zu priifen, habe ich nach 
einem geeigneten Material gesucht und dabei vor allem an Placenta 
oder Chorion des Menschen gedacht, Gewebe, die man bei Geburten 
leicht erhalt. Doch zeigte sich, daB Placenta und Chorion normaler 
Geburten, nach ihrem Stoffwechsel beurteilt, nicht mehr zu den 
wachsenden Geweben gehéren. Denn fiir Placenta und Chorion 
normaler Geburten fand ich in Ringerlésung bei 37,5° die folgenden 
niedrigen Werte: 





No 
Cy 


Placenta 


te 
>) | 


cor 


Chorion . 


~ 


ww 
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Protokolle. S, 


Protokoll 1. 


Stoffwechsel von Hiihnerembryonen in Hiihnerserum. Glucose: 1,3 . 10—-? n 


Bicarbonat: 2,4. 10—-? n. 


1,01 mg Trockensubstanz. 


37,5°. 


Bebriitungszeit: 2 Tage. 10 Embryonen 


Mittleres Gewicht eines Embryos: 0,1 mg 








(trocken). Dasselbe Material, zuerst aerob, dann anaerob. 
Aerob groBes r,: 
Up 40 vw, 4,14 
‘ 1.37 rR 0.5 
Ko, 0,374 Keo, 0,580 
(dur 
h 0.081 
(52). 
»Se 
Keo, 0,904 
5% CO, in Og 
15’. — 40 mm 
5’ 45 , 
5’ és. 
15’. 40 , 
Qo, - 16.4 
Aerob kleines Up: Qo? + 79 
Up 10 we 7,14 
- R roc 
ko, 0,631 keo, 0,682 
Ju 
0.081 
(72), 
keos 0,763 
5% CO, in Og 
15’. + 15mm 
15’. +15 , 
Anaerob: 
Up 1,0 Ga 7,14 
R ¥ 
ko, 0,682 
(2") = 0147 
Jp M 
ky 0,829 
5% CO, in Ny 
15’. + 8,0 mm | Qy + 25,5 
15’. +75 
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Protokoll 2. 


Stoffwechsel von Hiihnerembryonen in Hiihnerserum. Glucose: 1,4. 10—* n. 

Bicarbonat: 2,1. 10—-*n. 37,5°. Bebriitungszeit: 4 Tage. Drei Embryonen 

3,5 mg Trockensubstanz. Mittleres Gewicht eines Embryos: 1,17 mg 
(trocken). Zuerst aerob, dann anaerob. 





Aerob grobes rv,: 


tp = 60 8,62 
4 nine R . 
Ko, 0,773 Koo, 1,083 
Ju a 
(——} 0,0658 
Ap Cc 
*Se 1 > 
Koo. 1,48 
5°, CO, in Og 
15’. 9.5 mm 
15’. 8,0 , | 9. 20,2 
15’. 8.0 . Poa 
| ex + 38 
Aerob kleines Up: 
Up 2,0 Ug 12,6 
x ‘ R « 
ko, 1,12 Keo, 1,22 
( Ju) _ 09,0658 
Jp Cc 
Se At ae 
Koos. 1,35 
5% CO, in Og 
15 + 0,5 mm 
15 0.5 
Anaerob: 
Up 2.0 U, 12.6 
R « 
Koo, 1,22 
Su 
"| 0,123 
JS p/M . 
ky 1,47 
5% CO, in Ng 
15 7,5mm | /N2 iw 
15 +80 . | em + 18 














Bestimmung des Zuckers 
mittels Fehlingscher Lésung und Zentrifugierens. 


Von 
W. S. Ijin. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der tschechischen Karls- 
Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 31. Dezember 1927.) 


Das im nachfolgenden beschriebene Verfahren zur Bestimmung 
von Zucker beruht auf der allbekannten Methode Bertrands. 


Der Niederschlag von Kupferoxydul, welcher sich nach dem Kochen 
mit Fehlingscher Lésung bildet, wird nach Bertrand auf einem Asbest- 
filter abgeschieden. Der Niederschlag im Kolben und auf dem Filter wird 
zuerst mit heiBem Wasser ausgespiilt, um sodann in FeSO, aufgelést zu 
werden. Die Reaktion verliuft nach der Formel: 


Cu,0O + Fe,(SO,),; + H,SO, = 2CuSO, + 2FeSO,+ H,O (1) 
Das erhaltene Eisenoxydul wird titriert ‘mit Kaliumpermanganat- 
lésung nach der Gleichung: 
10 FeSO, + 2 KMnO, + 8 H,SO, = 5 Fe,(SO,), + K,SO, 
+ 2 MnSO, + 8H,O } 
Aus diesen beiden Gleichunggn wird das Quantum an Kupfer in Milligramm 
berechnet und die Zuckermenge nach der Tabelle festgestellt. 


(2) 


Diese Bestimmung geht ziemlich rasch vonstatten; Bertrand 
erwihnt eine Zeitdauer von 20 Minuten. Es kénnen sich jedoch auch 
Hindernisse in den Weg stellen, welche die Bestimmung in die Lange 
ziehen. Zur Anfertigung des Filters ist gewéhnlicher Asbest nicht zu 
gebrauchen, dieser mu3 vollkommen rein sein, da sonst die Filtrierung 
der alkalischen Lésung erschwert wird, ja oft ganz unméglich ist. Es 
ist daher nur der vollkommen reine Asbest von Kahlbaum zu verwenden 
Anderenfalls wird man ihn selbst zubereiten miissen, was dem Chemiker 
verhaltnismaBig leicht, dem Biologen dagegen schwerer fallt. Doch 
auch bei ganz einwandfreiem Asbestmaterial verliuft das Filtrieren 
rasch nur bei reinen Zuckerlésungen und vollkommen gereinigten 
Extrakten. Die gereinigten Extrakte lassen sich indessen nicht immer 
herstellen, so daB Stérungen beim Filtrieren vorkommen. Da det 
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Niederschlag eine mehrmalige Spiilung erfordert, wird die Zeitdauer 
noch mehr verlangert. Noch gréBere Schwierigkeiten ergeben sich bei 
dem Lésen des Cu,O-Niederschlags auf dem Filter. In solchen Fallen 
ibertragt man den ganzen Filter mit einer Eisensulfatlésung, wodurch 
jedoch der Filter verlorengeht, so daB bei der nichsten Bestimmung 
ein neuer hergestellt werden muB. Durch die eintretenden Kom- 
plikationen erfordert die Bestimmung 30 Minuten, so daB bei einer 
mehrstiindigen Arbeit nur 10 bis 15 Bestimmungen durchgefihrt 
werden kénnen. Die hier angefiihrte Methode umgeht alle diese Schwierig- 
keiten, indem sie das Filtrieren ganzlich weglaBt, die Arbeit um ein 
bedeutendes beschleunigt, so daB es gelingt, bei einiger (bung 40 bis 
60 Messungen in der gleichen Zeitperiode zu erzielen. Man ersetzt den 
FiltrierungsprozeB durch das — neuerdings bei verschiedenen Mikro- 
methoden so beliebt gewordene — Zentrifugieren, welches auch die 
Méglichkeit gibt, mit verhaltnismaBig kleinen Quantitaéten von Zucker 
zu arbeiten. 

Man verwendet alle Lésungen, mit Ausnahme von Kalium- 
permanganatlésung, in doppelter Starke wie Bertrand: 

Lésung I. Auf 1 Liter destillierten Wassers 80g kristallisiertes 
CuSO, 5 H,O. 

Lésung II. Auf 1 Liter destillierten Wassers 300g NaOH und 
400 g K NaC, H,0, .4 H,O (Seignettesalz). 

Lésung III. Auf 1 Liter destillierten Wassers 400 g konzentrierte 
Schwefelséure, vorsichtig an der Kolbenwand abflieBen lassen, und 
100 g Eisenoxydsulfat Fe,(SO,), oder Kaliumferrisulfat K Fe(SO,),. 

Lésung IV. Auf | Liter destillierten Wassers 2 g Kaliumperman- 
ganat KMnQ,. 


Vorbereitung und Titration von Permanganatlisung. 


Diese Lésung wird am besten in gréBerer Menge und lange vor 
deren Verwendung hergestellt. Es empfiehlt sich, dieselbe gut durch- 
kochen zu lassen, fiir einige Tage beiseite zu stellen und nachher zu 
filtrieren. Die Lésung mu8 stets klar und ohne Niederschlag sein. 
Widrigenfalls mu8 sie nochmals filtriert werden. Sie ist im Dunkeln 
aufzubewahren. Zur Bestimmung des Titers nimmt man frisch um- 
kristallisierte Oxalsiure oder noch besser Natriumsalz (kristallisations- 
wasserfrei), welch letzteres im Thermostat bei 100°C im Verlauf von 
2 Stunden getrocknet wird. Oxalsalz oder Oxalsiure wird also auf 
der analytischen Wage genau abgewogen, in kleiner Wassermenge 
aufgelést, in einen MeBkolben von 100ccm itibertragen, mit 2 ccm 
konzentrierter Schwefelsaure nachgefillt, abgekiihlt und bis zur Marke 
mit Wasser erginzt. Mit einer Pipette entnimmt man 10 ccm dieser 
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Flissigkeit, gibt sie in einen Kolben, erwirmt sie ein wenig und titrier: 
aus der Biirette mit Kaliumpermanganatlésung. Die ersten Portionen 
dieser Lésung werden sich schnell entfirben, wonach weiter titriert 
wird bis zum Erscheinen einer Rosafirbung, die in den ersten Minuten 
nicht verschwinden darf. Die Reaktion vollzieht sich nach der Gleichung 
5 H,C,0, + 2K MnO, + 3 H,SO, = K,SO, + 2 MnSO,) 

+ 10C0, + 8H,O J 
Folglich entsprechen fiinf Teile Oxalsiure oder ihrer Salze zwei Teilen 
Permanganat, dessen Molekulargewicht gleich 158,03 ist. Aus der 
letzten Gleichung berechnen wir das Quantum an Permanganat, aus den 
Gleichungen (1) und (2) wieviel Milligramm Kupfer 1 ccm Permanganat 
gleichkommen. An Stelle komplizierter Berechnungen haben wir nur die 
erhaltenen Werte in nachstehende Gleichung einzustellen: 


a.b 
e 


,C = dem Quantum an Kupfer, das l1ceem KMn0Q, entspricht; 
,,@°* = dem Quantum an Oxalsiure oder ihres Salzes, aufgelést in 
100 cem Wasser; ,,b‘‘= der Menge der Oxalsaurelésung oder ihres 
Salzes, zur Bestimmung des Permanganattiters genommen; ,,e‘ = der 
Menge an Permanganat, welche zur Titration verwendet wurde; 
, K** = Koeffizient, dessen Héhe von der chemischen Zusammensetzung 
der Substanz abhaingt, die bei der Titration angewendet wurde, fiir 
H,C,0, . 2 H, O (126,05 g-Mol.) = 10,1865; fiir NaC, O, (134,002 g-Mol.) 
= 9,488; fiir (NH,),C,0,.H,O (124,06 g-Mok.) = 10,252; fiir K,C,0, 
.H,O (166,20 g-Mol.) = 7,65; fiir KHC,O, (128,11 g-Mol.) = 9,92 


(3) 


C= RK. 


Gang der Analyse, 


Die Bestimmungen werden in Eprouvetten fiir Zentrifugen (Volumen 
15 ccm) durchgefiihrt. Sie kénnen aus gewéhnlichem Glas sein, miissen 
jedoch eine Zentrifugierung bis zu 1000 Umdrehungen in 1 Minute aus- 
halten. Ist die Zentrifuge fiir vier Eprouvetten eingerichtet, so kann man 
gleichzeitig acht Eprouvetten, mit je 6cem der zu untersuchenden Fliissigkeit 
angefiillt, verwenden. Wird weniger von der Lésung gebraucht, so empfiehlt 
es sich, bis zu 6 ccm mit Wasser nachzufiillen. Daraufhin gibt man in eine 
jede Eprouvette je 6ccm einer Mischung, bestehend aus gleichen Teilen 
der Lésungen I und II. Diese Mischung wird unmittelbar vor dem Gebrauch 
zubereitet. Der Inhalt der Eprouvetten wird gut durchgemischt und vier 
davon fiir 10 Minuten in ein kochendes Wasserbad gestellt, wozu auch ein 
Becherglas verwendet werden kann. Sodann werden sie etwas in Wasser 
abgekiihlt und die zweiten vier Eprouvetten ins Wasserbad gegeben. Gleich- 
zeitig werden jetzt die ersten vier (bei nicht weniger als 1000 Umdrehungen 
in 1 Minute) im Verlauf von 3 Minuten zentrifugiert. Es wird sich bereits 
nach wenigen Sekunden ein Niederschlag am Boden der Eprouvetten 
absetzen. Hierauf wird die klare Fliissigkeit dekantiert und mittels einer 
Pipette werden durch starken Strahl 15ccm Wasser so zugegossen, da sich 


— a ee = 4 he re 
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ler Niederschlag mit dem Wasser sofort ganzlich vermischt. Hierauf setzt sich 
ler Niederschlag rasch wieder am Boden ab. Sollte ein Teil desselben noch 
un der Oberfliche schwimmen, so ist vorsichtig mit etwas Wasser nach- 
sufiillen, und wenn auch dies nicht hilft, etwas Alkohol beizufiigen. Die 
Eprouvetten werden nunmehr wieder zentrifugiert, sodann wird die Fliissig- 
keit wieder dekantiert und noch einmal durchgespiilt und zentrifugiert. Nach 
dem Dekantieren werden allen Eprouvetten mittels Pipette durch starken 
Strahl 5ceem der Lésung III zugefiillt (Eisenoxyd mit Schwefelséure). 
Der Kupferniederschlag lést sich ganz nach der Gleichung (1) auf. Sollte 
volistandige Auflésung nicht stattfinden, so ist noch etwas Ejisenlésung 
hinzuzufiigen. Jetzt wird mittels Biirette die titrierte Permanganatlésung 
tropfenweise zugelassen, wobei sie die erste Portion sofort entfarbt, jedoch 
wird weiter titriert bis zum Erscheinen einer nicht mehr verschwindenden 
Rosafarbung. Die Reaktion vollzieht sich nach Gleichung (2). 

Aus der Menge des Permanganats, die beim Titrieren verwendet 
wurde, berechnen wir nun die Menge des Kupfers, wie es bei der Be- 
schreibung des Permanganattiters angegeben wurde, niimlich die Zahl 
der Kubikzentimeter wird mit ,,C“ multipliziert. Sodann wird aus 
nachstehender Tabelle eruiert, wieviel Milligrammen Zucker der er- 
haltenen Kupfermenge gleichkommen. 

Die Tabelle ist auf Grund von Feststellungen an reinen Merck- 
zuckerpraparaten aufgestellt. Die Zuckermenge wurde in der Lésung 
zuerst polarimetrisch und nach der Bertrandschen Methode kontrolliert. 


Tabelle zur Feststellung von Zucker nach dem Kupferniederschlag gemessen. 








Glucose Maltose 

Zucker Cu Zucker Cu Zucker Cu Zucker Cu Zucker Cu 
mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg 
1 2.7 14 34.6 1 1,3 16 20,4 81 89.0 
2 5,3 15 36,6 2 26 |*.17 21,6 32 40,2 
3 7.9 16 39,1 : 3.9 18 22.9 33 414 
4 10,5 17 41,2 4 5.2 19 24,2 34 42.6 
5 13,0 18 43.3 5 6.4 20 25,4 35 43.9 
6 15,2 19 45.5 6 7,7 21 26.6 36 45.1 
7 18,0 20 47,6 7 9,0 22 27,9 37 46,3 
ba 29.5 21 49,7 8 10,3 23 29,1 38 47,5 
9 22,9 22 51,7 9 11,5 24 80,4 39 48,7 
10 25,3 23 53,7 10 12,8 25 31,6 40 49,9 
11 27.6 24 55,7 11 14,1 26 82,8 41 51,1 
12 39,0 25 57,7 12 15.3 27 34,0 42 52.3 
18 32.3 13 16.6 28 85.3 438 53.5 
14 17,9 29 36,6 44 54,7 


15 19,1 30 37,8 45 55,9 
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Bestimmung von zwei Zuckerarten in einer Lisung. 


Von 
W. S. Ijin. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der tschechischen Karls 
Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 31. Dezember 1927.) 


I. Bestimmung mittels der Fehlingschen Lisung und Polarimetrie. 


Die im nachstehenden zur Beschreibung gelangende Methode ist 
bei beliebigen zwei Zuckerarten, die die Fehlingsche Lésung reduzieren. 


anwendbar. Bei der Bearbeitung dieser Methode verwendete ich eine 


Mischung von Glucose, Maltose und Lactose. 

Die Methode beruht auf folgenden Erwaigungen Die Menge des 
aus der Fehlingschen Liésung ausgeschiedenen Kupferox;«' 's hiangt 
wesentlich von der Konzentration des Zuckers ab. Je gréBer der Zucker- 
gehalt ist, desto kleiner wird die Kupferoxydulmenge sein, die einem 
Teil Zucker entspricht. 

Nach den Tabellen von Bertrand scheidet, bei einer Konzentration 
von 10 mg Glucose in 20 com Wasser, 1 mg Zucker bis 2,04 mg Kupfer 
aus, dagegen bei einer Konzentration von 100 mg Glucose in 20 ccm 
Wasser wird durch 1 mg Zucker nur 1,78 mg Kupfer ausgeschieden. 
Das gleiche Verhaltnis zwischen der Menge des reduzierten Kupfers 
und dem Zucker besteht auch bei anderen Zuckerarten. Werden auf 
ein und dieselbe Menge Zucker Fehlingsche Lésungen verschiedener 
Konzentration verwendet, so wird der Niederschlag um so reichhaltiger, 
je konzentrierter die Lésung ist. Es besteht keine bestandige Pro- 
portionalitat zwischen der Zuckermenge in der Lésung und der Menge 
des Kupfers. 

Wir nehmen zu Versuchszwecken eine Mischung zweier Zucker- 
arten, Glucose und Maltose. Wenn nur eine Zuckerart sich in der 
Lésung befinde, dann wiirde auf je 1 mg derselben eine gréBere Menge 
von Kupfer entfallen. In der Mischung dagegen reduziert jede Zuckerart 
derart, als ob sie sich in gréBerer Konzentiation befande, und zwar in 
solcher, die der ganzen Menge des Kupferniederschlags entspricht. 
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Folgendes Beispiel diene zur Erlauterung. Wir nehmen nach 
Bertrand 20 ccm Lésung, in der sich 20mg Glucose und irgend ein 
beliebiges unbekanntes Quantum Maltose befindet. Beide Zuckerarten 
zusammen scheiden 97,1 mg Kupfer aus. Hatten wir nun Glucose 
allein genommen, so wiirden 20 mg derselben 40,1 mg Kupfer ergeben 
haben, d. h. auf 1 mg Zucker wiirden 2,005 mg Kupfer entfallen. Ein 
Teil der Fehlingschen Lésung wurde jedoch durch die Reduktions- 
wirkung der Ma]tose verbraucht. Um nun feststellen zu kénnen, wieviel 
Kupfer auf ein Teil Glucose entfallt, miissen wir vorerst annehmen, 
daB die ganze Menge an Kupfer, d.h. 97,1 mg durch diese Zuckerart 
allein ausgeschieden worden ist. Diese Kupfermenge entspricht einem 
Quantum von 51 mg Glucose, folglich entfallen auf 1 mg Glucose bl 
= 1,905 mg und auf 20mg Glucose 38,10 mg Kupfer. Soviel also 
entfallt aus der Gesamtmenge an Kupfer auf die Glucose, der Rest 
97,1 — 38,1 = 59,0 mg auf Maltose. 


Um nun die Menge an Maltose zu ermitteln, wollen wir annehmen, 
daB das ganze Quantum an Kupfer durch diese Zuckerart ausgeschieden 
wurde, und hieraus berechnen wir, wieviel auf 1 mg Kupfer entfallt. 
Aus den Tabellen ersehen wir, daB 97,1 mg Kupfer 89,2.mg Maltose 
gleichkommen; folglich ergibt Img Zucker dieser Konzentration 
on 
we = 1,89 mg Kupfer. Wie wir oben feststellten, wurden durch 
Glucose 38,1 mg Kupfer ausgeschieden, so da fiir Maltose 59,0 mg 
zuriickblieben. Wir teilen nun diese Jetztere Zah] durch 1,089 und 
rhalten 54,18mg an Maltose. Folglich enthielt unsere Mischung 
20mg an Glucose und 54,18 mg an Maltose und ergab zusammen 
97,1 mg an Kupfer. Wiirden wir die beiden Zuckerarten einzeln bestimmt 
haben, so hatte die erste 40,1 mg und die zweite 59,5 mg, also zusammen 
99,6 mg an Kupfer ergeben. 


Wenn uns das Quantum der einen Zuckerart bekannt ist, 
macht die Bestimmung der zweiten keine Schwierigkeit. Mittels der 
Bertrandschen Methode errechnet man die Menge an Kupfer ,,M“, 
die auf beide Zuckerarten entfallt und eruiert nach der Tabelle, 
wieviel Milligramm an Glucose ,,p,“ und wieviel Milligramm an 
Maltose ,,p,‘ der gesamten Kupfermenge entsprechen. Hieraus 
errechnet man die Kupfermenge auf 1 mg Glucose M/p, und auf 
lmg Maltose M/p,. Angenommen, daB in unserem Beispiel die 


wirkliche Menge an Glucose = ,,C,“‘ und an Maltose = ,,C,"* ist, so 
ergibt sich: 
M 
‘OC, + od -C, = M oder C; ' . l. (1) 
Py Py Py Pe 
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Diese Gleichung ist leicht aufzulésen, wenn uns die Konzentration 
der einen Zuckerart bekannt ist, da ,,M‘‘ auf dem Experimentwege 
festgestellt wird und hieraus ,,p,“ und ,,p.“‘ von den Tabellen abgelesen 
werden kénnen. 


Wenn bei beiden Zuckerarten die Menge unbekannt ist, so wird eine 
zweite Gleichung auf Grund optischer Messungen aufgestellt. Mittels 
Polarimeters bestimmen wir den Drehungswinkel ,,a“, der durch 
einen unbekannten Winkel ,,a,‘‘ der Glucose und ,,a,‘‘ der Maltose 
gebildet wird, d.h. a= a, + ag. 

Die GréBe der Winkel ,,a,“ und ,,a,“ ist proportional zur Kon- 

D 
[a]? 1.6 a 
zentration der Zuckerarten a = _~_ , wo [a]? die spezifische 
Drehung des Zuckers bedeutet, die bei Glucose = 52,5 und bei Maltose 
= 138,2 ist; ,,/‘‘ = Lange der Réhre des Polarimeters in Dezimeter 
ausgedriickt; .,C‘‘ = Konzentration des Zuckers in Prozenten auf 
100 ccm. 


Da bei den Messungen nach der Methode von Bertrand nicht 
100 cem, sondern nur 20 ccm der Lésung genommen werden, so sind 
die fiir ,,a‘‘ errechneten Zahlen durch 5 zu teilen. Im allgemeinen dort, 
wo anstatt 100 ccm ein beliebiges Quantum der Lésung ,,k*‘ angewandt 
wurde, mu8 ,,a“ durch eine so groBe Zahl geteilt werden, wievielmal 
dieses ,,k*‘ kleiner als 100 ist, d. h. durch 100/k; dann ist der Drehungs- 


kia 
winkel = 100° Der Drehungswinkel der Zuckermischung besteht 
aus den Winkel ,,a,“ der Glucose und ,,a,“ der Maltose, daher 
kia a 
=— @& » 
100 ee 


Die Gesamtgleichung durch Feststellung mittels Polarimeters ist: 
D 
bf [a], .8-C° 
100 


In dieser Gleichung stellt ,,C‘‘ eine in Grammen ausgedriickte 
Konzentration dar, wogegen in der Gleichung (1) die Konzentration ,,C," 
der Glucose und ,,C,‘‘ der Maltose in Milligrammen errechnet ist. Um 
die Werte gleichzustellen, muB die letzte Gleichung fiir Glucose und 
Maltose durch 1000 geteilt werden. Wir erhalten dann 


52,5 .1.0, 138,2 .1.0, 


= 90000 «| = 100000 
Stellen wir diese Werte in die vorhergehende Gleichung ein: 
10a. k= 0,525 .1. C, + 1,382.1. Cy. (2 
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Nun lésen wir die Gleichungen (1) und (2) mit Bezug auf ,,C,* 
und ,,C,“: 
C; - Ps 
Pp, 
o, — Pr: (1,382.0. py— 10K) 
1” 1,382 . l. ps — 1,525.2. p, 


C, = Py — (3) 


(4) 
In den gegebenen Gleichungen erhalt man ,,a“ 
Messung;; ,,/‘* ist die Lange der Réhre im Polarimeter in Dezimeter aus- 
gedriickt ; ,,p,“ und ,,p.‘‘ werden nach den Tabellen ermittelt, in denen 
wir ablesen, wieviel an Glucose (p,) und an Maltose (p,) der ganzen 
Menge an Kupfer (M) entspricht; ,,k°‘ ergibt die Menge der Lésung, 
die zur Analyse genommen wurde. Wenn die Lésung bei Bestimmung 
des Drehungswinkels ,,a‘ verhaltnismaBig stark konzentriert ist und 
bei Anwendung der Fehlingschen Lésung ,,y‘‘mal verdiinnt und aus 
dieser verdiinnten Lésung die Menge ,,2°* entnommen wird, so ist 
k= 2/y. 


durch polarimetrische 


“e 


Beispiel: Angenommen, der Drehungswinkel ,,a“‘ wiire 8,54", die 
Linge der Réhre 1 Idem. Die anfingtiche Lésung wird vor der Be- 
stimmung nach Bretrand um das 20fache (y) verdiinnt; hiervon werden 
20 cem (x) zur Analyse genommen; die entsprechende Menge Kupfer betragt 
97,1 mg, das nach den Tabellen 54 mg Glucose (p,) und 89,2 mg Maltose (p,.) 


gleichkommt; so wird zuerst ,,k“* berechnet: 
x 20 
k = }. 
y 20 


Nun fiihren wir die erhaltenen Werte in die Gleichung (4) ein: 
51. (1,382 . 89,2. 1 — 10. 8,54) 


C, : 
. 1,382.1. 89,2 — 0,525.1. 51 


20mg Glucose. 
Aus Gleichung (3) errechnen wir die Menge der Maltose: 


20. 89,2 


Cy 89,2 54,18mg Maltose. 


51 
Dies sind die Mengen der beiden Zuckerarten, die in 1 cem enthalten 
sind. 100ccm der anfinglichen Lésung enthielten 2,0 g an Glucose und 
5,418 g an Maltose. 
Wenn sich bei der Errechnung negative GréBen ergeben, so weist dies 
auf das Fehlen einer der Zuckerarten hin. 


Nun wollen wir uns mit det praktischen Priifung der obigen theoreti- 
schen Errechnungen befassen. 

1. Es wurden folgende Lésungen verwendet: Glucose (Fabrikat 
Merck) mit a, = 3,73°, bei }= 2; nach Feststellung des Drehungs- 
winkels verdiinnen wir diese Lésung um das Zehnfache. Maltose 
(Fabrikat Kahlbaum) mit a, = 5,00°; diese Lésung verdiinnen wir um 
das Dreifache. Mittels der Bertrandschen Methode wurde zuerst der 
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Zuckergehalt der reinen Lésungen, sodann ihrer Mischungen in ver- 
schiedenem gegenseitigen Verhaltnis ermittelt. Die Resultate sind aus 
der Tabelle I ersichtlich. 











Tabelle I. 
Exheltene | Zuckermenge nach den 
Volumen der Lésung Ku pterni oderal Zuckermenge | Gates &, und (4) 
Glucose | Maltose menge | Glucose Maltose | Glucose Maltose 
ee ~~ — 
5 0 85.7 | 17,75 0 
10 0 69,2 35,5 0 
0 10 65,2 0 59,6 
0 5 33,1 0 29,8 
5 10 97,0 17,75 59,6 16,1 60,8 
10 5 99,8 85,5 29,8 35,1 30,3 
13 2 100,2 46,15 11,9 45,9 11,9 


Die ersten vier Bestimmungen wurden aus Lésungen, die nur eine 
Zuckerart enthielten, die letzten drei aus ihren Mischungen erhalten. 
Die theoretisch errechneten Zahlen und die praktisch erzielten Ergeb- 
nisse stehen einander ziemlich nahe. 


2. Bei 1 = 2 wurde der Drehungswinkel bei Glucoselésung a, = 3,85° 
und bei Maltoselésung a, = 7,05° gefunden. Die erste Zuckerart wurde 
um das Achtfache verdiinnt. Bei diesem Versuch wurden zuerst die 
nur eine Zuckerart enthaltenden Lésungen bestimmt, doch diese Daten ; 








in der Tabelle II nicht angefiihrt; sodann wurden ihre Mischungen ' 
untersucht. y 
Tabelle II. 
| 
Zuckermenge nach den 
Volumen der Lésung Zuckermenge Gleichungen (3) und (4) 
errechnet 
"Glucose Maltose Glucose Maltose Glucose Maltose_ 
ccm ccm mg mg | mg mg 
= > = = = = = | rf 
15 5 60 | 27 | 692 | 286 
5 15 23,0 861 || 22,7 85.2 | 
10 10 46,0 B74 0 ||| 46,4 56.8 
: 
Die gleichen Voraussetzungen sind bei einem beliebigen Paare von : 
Zuckerarten anwendbar. Nur miissen in den Gleichungen die Zahlen 
der spezifischen Drehung durch die Werte desjenigen Zuckers ersetzt 
werden, die von ihm auf 100 errechnet werden sollen. So erhalten 
wir fiir Lactose 
[a] ( 


= 0,553. 
100 ] 
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3. Bei 1 = 2 ist der Drehungswinkel bei Lactose a, = 4,88° und 
bei Maltose a, = 7,05°. Die erste Zuckerart ist um das 6,66fache, die 
zweite um das 4,5fache verdiinnt. Fiir diese beiden Zuckerarten wird 
die Gleichung (4) folgendermaBen aussehen: 

py - (1,383 . Lp, — 108) : 
O1 = 7382.1. P, — 0,553 . 1. p, ©) 


Die Resultate der praktischen Priifung finden sich in Tabelle ITT. 














Tabelle III. 
nega ter ag . Zuck ach den 
Volumen der Lésung Erhaltene Zuckermenge Gleichungen (4) und (5) 
__ Kupfer. errechnet 
___ niederschlags- fied = 
Lactose Maltose menge Lactose Maltose Lactose Maltose 
com com mg ing mg mg mg 
10 10 146,6 66,3 57,0 65,2 57,3 
15 5 157,383 | 99,46 28,5 97,5 29,0 
5 15 135.2 | 33,15 85,5 33,8 85,0 


AuBer den beschriebenen Versuchen wurden noch andere gleich- 
artige ausgefiihrt, die ahnliche Resultate ergaben. 


II. Analyse einer Zuckermischung durch Hydrolyse. 


Diese Methode wird meistens zur Bestimmung zweier Zuckerarten 
dort angewandt, wo eine von ihnen die Fehlingsche Lésung nicht 
reduziert. Sie kann jedoch mit dem gleichen Erfolg auch bei zwei 
Zuckerarten angewandt werden, die Kupfer ausscheiden, z. B. bei 
Glucose und Maltose. Einen solchen Fall werden wir nachstehend 
behandeln. 

Wir halten uns an dieselben Voraussetzungen wie bei der vorher- 
gehenden Methode. Wir machen zwei Bestimmungen, die erste ohne 
Hydrolyse und erhalten hierbei die Menge des reduzierten Kupfers ,,M“, 
die zweite nach der Hydrolyse und erhalten die Menge ,,N“. In beiden 
Fallen mu8 das Volumen der Lésung — also die Zuckermenge — gleich 
sein. In den Tabellen finden wir, welchem Quantum an Glucose der 
ganze Kupferniederschlag entspricht und erhalten ,,p,“‘; weiter ver- 
fabren wir in gleicher Weise auch mit Maltose und erhalten ,,p,. Aus 
diesen Werten errechnen wir die erste Gleichung in derselben bereits 
beschriebenen Art: 


M 
=, C, + ‘Cp, = M oder Or 1's 
Py Po Py Pe 
C, bedeutet die Menge an Glucose in Milligrammen, C, bedeutet die 


Menge an Maltose in Milligrammen. 


= 1. (1) 
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Weiter finden wir aus den Tabellen, wieviel Milligrammen Glucose 
die volle Menge an Kupfer ,,N“‘ entspricht und erhalten ,,p,“. Das 
Quantum an Kupfer ,,.N“‘, welches bei der zweiten Bestimmung reduziert 
wurde, hingt von dem Vorhandensein von Glucose ,,C,‘‘, die von Anfang 
an zugegen war, und von der Menge Glucose ,,C,“* ab, die sich nach 
der Hydrolyse der Maltose bildete. Die zweite Gleichung lautet: 

W o,4 a -C,; = N oder 0O,+ 0, = Dz. 
Ps Ps 

Da bei der Hydrolyse der Maltose einem Teile Disaccharid sich 

ein Teil Wasser anschlieBt, so erhéht sich das Gesamtgewicht des 


Zuckers um ,, C,‘‘ mg, wo 18 = g-Mol. Wasser und 342,2 = g-Mol 


18 
342,2 ° 
Maltose bedeutet. Folglich besteht das neue Gewicht der Glykose 
42,2 °°* 

18 


aus dem Gewicht der Maltose plus 


18 . : 
0; = CO, T 349.9 C2 = O(1 + 349.9) — 10526 C,. 


Diese Zahl stellen wir in der vorhergehenden Gleichung fir ,,C,‘* ein 
C,+C, = ps oder 1,0526 C,+ C, = Ds. (2) 


Lésen wir diese beiden Gieichungen auf und bestimmen wir die 
Konzentration ,,C,“‘ und ,,0,": 


/ C c 
C, = P:(1 — rg (3) 
1 
a Pp, - (1,0526 . p, — Ps) (4) 


1,0526 . py — py 


Beisprel: Bei der ersten Feststellung wurden 97,1 mg Kupfer reduziert, 
was 51 mg Glucose (p,) oder 89,2 mg Maltose (p,) entspricht. Nach der 
Hydrolyse wurden 137,1 mg Kupfer reduziert, die 74,5 mg Glucose (ps) 
entsprechen. Stellen wir zuerst die gewonnenen Zahlen in die Gleichung (4) 
ein, so ermitteln wir die Menge an Glucose 

5I . (1,0526 . 89,2 — 74,5) 


2 
1,0526 . 89,2 — 51 20mg Glucose. 


C,= 


Diese Werte fiir ,,C,“* stellen wir in die Gleichung (3) ein und 
errechnen die Menge an Maltose: 


CC, = 89,2-(1 _ >) = 54,2mg Maltose. 
v 


AbschlieBend méchte ich ein Beispiel praktischer Nachpriifung 
dieser Berechnungen anfiihren. Es wurde eine Lésung von Glucose und 
eine Lésung von Maltose bereitet und ihre Konzentrationen optisch 
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md nach der Methode von Bertrand bestimmt. Nachher wurden 
Mischungen der beiden Lésungen hergestellt und der Niederschlag an 
Kupfer vor und nach der Hydrolyse festgestellt und hieraus nach den 
obigen Gleichungen der Zuckergehalt beider Arten errechnet. Die 
Resultate befinden sich in der Tabelle IV. 


Tabelle IV. 











Zuckermenge Zuckermenge 
nach der Methode von Bertrand bestimmt nach den Gleichungen errechnet 
Glucose | + Maltose §| Glucose Maltose 
mg mg mg mg 
37,4 41,3 37,1 41.5 
59,8 16,3 59,6 16,6 
14,9 65,6 15,1 65,4 











Uber die Verteilung 
des Atmungsferments zwischen Kohlenoxyd und Sauerstoff. 


Von 
Otto Warburg und Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1928.) 


Bei Versuchen iiber die Verteilung des Atmungsferments zwischen 
Kohlenoxyd und Sauerstoff fanden wir, daB das Gesetz der Ver- 
teilung von der Temperatur, vielleicht auch in geringerem Grade 
von dem Salzgehalt der Suspensionsfliissigkeit abhangig ist. 


Ist FeO, die Sauerstoffverbindung, FeCO die Kohlenoxyd- 
verbindung des Atmungsferments, ferner O, der Sauerstoffdruck und 
CO der Kohlenoxyddruck, so war in friiheren Versuchen' 


FeO, CO 
ba l 
Fec0 0, K (eonstant) ”) 





In dieser Arbeit wird gezeigt, daB an Stelle der Gleichung (1) 
haufig die allgemeinere Gleichung 


FeO, (co 


B 1. 
FeCO : \ 0, ) = K constant) (2) 


tritt, wo 8 eine Konstante und gréBer als 1 ist. 


Ob Gleichung (1) oder Gleichung (2) gilt, hangt von den Versuchs- 
bedingungen ab. Ziichten wir Hefe bei 32° und messen die Verteilung 
bei 32° oder dariiber, so finden wir 8 nahezu gleich 1. Messen wir die 
Verteilung bei 10°, so finden wir § im Mittel gleich 1,4. Es ist wahr- 
scheinlich, daB nicht nur die Temperatur, sondern auch der Salzgehalt 
der Lésungen, in denen man die Hefe suspendiert, von EinfluB auf 
die Verteilung ist. 


? O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 
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In diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, daB die Affinitat 
des Hamoglobins (Hb) zu Sauerstoff von den AuBeren Bedingungen 
ibhéngt. Barcroft' und Hill* fanden je nach den auBeren Bedingungen 


HbO, 1 


xa 
oder 
Hb O, (2 p 
Hb 6,) ae ie 
wo B gréBer als 1 war. 
Versuchsobjekt. 


Unser Versuchsobjekt war Torula utilis des Berliner Instituts fiir 
Garungsgewerbe, eine Heferasse, die wegen ihrer groBen Atmung und 
ihres schnellen Wachstums fiir Atmungsversuche geeignet ist. Wir 
ziichten sie bei 32° auf Bierwiirzeagar, der mit ausgegorener Bierwiirze 
hergestellt und dem 2°, seines Volumens Athylalkohol zugesetzt ist. 
Damit die Zellen jung sind, ist die Aussaat klein und die Kulturdauer 
kurz. Die Kulturdauer betrigt 17 Stunden. Wir impfen in eine Petri- 
schale von 8cm Durchmesser einen kleinen Bruchteil einer Platinése, 
so wenig, daB die Ernte nach 17 Stunden héchstens 100 cmm Zellen 
betrigt. Wir messen die Zellmengen durch Zentrifugieren in einem 
Hamatokriten, der in Kubikmillimeter geteilt ist. Hier und in den 
folgenden Arbeiten geben wir die Zellmengen in Kubikmillimetern oder 
in Milligrammen an, wobei Kubikmillimeter immer feuchte (lebensfrische) 
Zellsubstanz und Milligramme immer bei 100° getrocknete Zellsubstanz 


bedeuten. 
Fiir Torula utilis, wie beschrieben geziichtet, war im Mittel 
r cmm 0 
bei 10°: — 40 : | 
Qo, bei 10° xa Fooae < Stunden 
Qo, bei 32°: — 250 > 
Versuchsanordnung. 


Die Zellen werden auf der Zentrifuge mit Wasser oder Phosphat- 
lésung gewaschen. Zum Schlu8 wird in Wasser oder Phosphatlésung 
suspendiert, denen 1 Vol -°%, Athylalkohol zugesetzt ist. Die Suspensions- 
dichte ist verschieden, je nach der Temperatur, bei der man die Atmung 
miBt. In 40°-Versuchen enthalten 2ccem Suspension 1 cmm Zellen, 
in 10°-Versuchen enthalten 2ccm Suspension 5 bis 10cmm Zellen. 


1 Barcrojft und Roberts, Journ. Physiol. 39, 143, 1909. 
2 A. V. Hill, ebendaselbst 40, 4, 1910. 
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Die Atmung wird manometrisch in friiher abgebildeten GefaBen 
gemessen!, Der Einsatz der GefaiBe enthalt 0,2 ccm Kalilauge?, de: 
Hauptraum 2 ccm Zellsuspension, der Gasraum Luft oder Kohlenoxyd 
Sauerstoffgemische, deren Zusammensetzung gasanalytisch bestimmt 
worden ist. Fiir eine Verteilungsmessung sind mindestens vier Gefal 
erforderlich, nimlich ein GefaB fiir Luft und drei GefaBe fiir drei ver- 
schiedene Kohlenoxyd-Sauerstoffgemische. Diese Gemische sind so 
gewahlt, daB die Atmungshemmungen zwischen 20 und 80°%% liegen 
Geht man tiber diese Grenzen hinaus, so werden die Messungen 
ungenau. Deshalb kénnen wir nicht sagen, ob die Gleichungen (1) und 
(2) auch auBerhalb der von uns untersuchten Grenzen gelten. 


Ergebnisse. 


Die Ergebnisse sind in den Tabellen I und II zusammengestellt 


Tabelle I. Verteilung des Atmungsferments zwischen Kohlenoxyd und 
Sauerstoff bei héheren Temperaturen. 





€ Vol. Ole 
a8 2] der Gase im co o~ 
Tempe- a2 22 | Gasraum O: Sauerstoff- * 
Nr. ratur so=8 | Medium RTE im verbrauch n e 
82 s . Gas: -~ 
a) co Og raum | 
°C cmm cmm Op, te 
Wines Luft 0 58,5in 40° — - 
i | 32 9 1% hay. 804 196 41 33,5, 40" 0572, 55 
-) ™ oy | 991 | 99 | 91 | 20,5 5 40° 0,350) 4.9 
eaiieeaas 95,2 48 198 122, 40° 0208 50 
Luft 0 19,5 in 30’ . 
‘ 79,0 | 21,0 3,77 14,0 , 30’ 0,720) 96 
2 40 I dasselbe =» 994 10,6 += 843 102 ” 30° 0523 93 
94,9 5,1 18,7 6,2 , 30’ 0,317 8.6 
Luft 0 56.5 in 30's; 
g | 39 9 iil 80,8 | 192 | 4,2 (353, 30° 0630 7,1 
a fees , Casseme || 89,0 11,0 | 81 | 224, 39° 0409 54 
948 52 182 151 , 30° 6.270 674 
Luft 0 46,8 in 30’ 
‘ ‘ 79,8 | 20,2 8,95 29.9 , 39 0,640 70 
4; 3) 2 dasselbe 99.8 92 | 99 1807 30° 0,384 62 
95.2 48 198 10,7, 30’ 0,228 59 
Py) Luft 0 13.5 in 60’ -— - 
5 || g9 e KH. PO 796 204 39 885, 60° 0655 74 
~~ ~ 1% Alkovol 894; 10.6 84 | 55,3, 60") 0,409| 58 
fo AIKODO", 95,0 | 5,0 19,0 | 31,5 , 60’ | 0,233) 58 
1 O. Warburg, diese Zeitschr. 177, 471. 1926. 
* Bei héherer Temperatur absorbiert Kalilauge — nach einer Beob- 
achtung von F. Kubowitz — Kohlenoxyd (Bildung von ameisensaurem 


Kalium), ein Vorgang, dessen Geschwindigkeit vom CO-Druck abhangt 
und der unter Umstiénden bei den Messungen zu beriicksichtigen ist. 


TI. 
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Wie friiher ist! 
A 
o= , 
A, 
wo A die Atmung in Kohlenoxyd-Sauerstoff und Ay die Atmung i 
Luft ist. Wir friiher ist ferner 
FeO, n 
FeCO” 1—-”’ 
so daB wir in den Gleichungen (1) und (2) den Quotienten Fe O,/FeC 0 
durch die experimentelle GréBe n/1 — n ersetzen kénnen. 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 








Uber den Einflu& 
der Wellenlinge auf die Verteilung des Atmungsferments. 


(Absorptionsspektrum des Atmungsferments.) 
Von 
Otto Warburg und Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 2. Januar 1928.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Belichtet man Hefe in Kohlenoxyd-Sauerstoff', so andert sich die 
Verteilung des Atmungsferments zwischen Kohlenoxyd und Sauer- 
stoff. Kleine Lichtintensitaten andern die Verteilung des Atmungs- 
ferments erheblich, z.B. im Blau Intensitaéten, die 10000mal kleiner 
sind als die Intensitaét der Sonnenstrahlung auf der Erdoberflache. 

Wir haben den EinfluB der Wellenlange auf die Verteilung des 
Atmungsferments untersucht, und zwar in folgenden Spektralbezirken: 





Wellenlange 


ee Farbe Lichtquelle 
366 ultraviolett ‘ : 1 
405 violett | 
— “nese } Quecksilberdam pflam pe 
546 grin | 
578 gelb | 
5an.. 4 ) 
707 |e Crot |! Metallfadentampe 


1. Ma8 der photochemischen Wirkung. 

Ist FeO, die Sauerstoffverbindung und FeCO die Kohlenoxyd- 
verbindung des Atmungsferments, so messen wir das Verhiltnis 
FeO,/FeC O, indem wir die Atmung A, in Luft mit der Atmung A in 
Kohlenoxyd-Sauerstoff vergleichen: 


A 
A, = (1) 
FeO, eo (2) 


FeCO”  1—n 


! 0. Warburg, diese Zeitschr. 177, 471, 1926; 189, 354, 1927. 
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Bestrahlen wir, so andert sich A und damit n. Wir unterscheiden 
n ,,dunkel und ,,hell als n, und mn, und setzen zur Vereinfachung 


‘eO. 
s = J. 3 
Fe 0 (3) 
Nach der Verteilungstheorie’, deren photochemischer Teil in Ab- 
schnitt 3 bestatigt wird, ist V bei konstantem Kohlenoxyd- und 
Sauerstoffdruck eine lineare Funktion der Lichtintensitat ¢,. Es ist also 
fiir eine gegebene Wellenlange 


dV 
. = konstant 
dt 
und diese Beziehung gilt, ob die Verteilungsgleichung 
FeO, CO | 
FeCO 0, 
oder 
FeO coO\f 
_—8 .( )= K 
FeCO \O, 
lautet. 


dV/di, die Verschiebung, die das Verhaltnis FeO,/FeCO durch 
Licht von der Intensitaét 1 erleidet, ist das Ma8 der photochemischen 
Wirkung und gema8 den Festsetzungen (1) bis (3) nach der Gleichung 

Np, Nq 
dv i—™ 1— ng 


= : 4 
di ‘ “) 

zu berechnen. 
Um dV/di fiir verschiedene Wellenlangen zu vergleichen, setzen 
wir eine Bezugswellenlange fest, nimlich die blaue Quecksilberlinie 
436 wu, und nennen die darauf beziigliche photochemische Wirkung W: 


dV 
wT == ( ii); , (5) 


V 
(Gi 


2. Ergebnisse. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt, vier Versuchs- 
reihen mit vier verschiedenen Hefekulturen (derselben Rasse). Wie 
man sieht, findet man fiir verschiedene Kulturen bei Belichtung mit 
derselben Wellenlange nicht immer dieselbend V /ds-Werte. Um trotzdem 


' O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354. 1927. 
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/V/dé aller Versuche vergleichen zu kénnen, haben wir in jeder Reihe 
die Bezugswellenlange 436 uu untersucht, oder eine Wellenlinge, die 
mit 436 wu verglichen war. So konnten wir Variationen des Versuchs- 


materials eliminieren und erhielten: 





. Farbe w E 
uu unm 
366 ultraviolett 0,084 546 
405 violett 0,196 578 
436 blau 1,000 615 
492 blaugriin 0,048 685 
Tabelle I. 


10°. 20cmm Torula: 
0,5cem KOH. 


10cem m/20 KH,PO,, 


Farbe 


gran 
gelb 


gelbrot 


rot 


1% Athylalkohol. 


0,107 
0,125 
0,082 


Einsatz 





| Anderung 
3 Intensitat des 
st des Lichtes O2-Druckes 
Nr.) @8 i Gasraum in 5 Min. 
BB | mm 
cal (om = 
uu sec X qem | 4,52 cmmO,) 
— dunkel Luft — 2.65 
- » 9CO,50, —0,42 
1 3866 6,2.10°° P — 0.68 
436 5,1. 10-° ia ~ 1,68 
dunkel ¥ - 0,40 
dunkel Luft — 2,82 
— ‘ 95 CO, 5 Og - 0,63 
405  1,48.10-6 s — 0,74 
2* — dunkel e — 0,63 
436 §1,14.10-* o — 0.98 
dunkel i - 0,69 
= is Luft 2,75 
dunkel Luft — 3,07 
. » 95 CO, 5 O, — 0,68 
546 | -4.0.10°° . — O88 
dunkel 2 0,68 
492 3,7.17°° 2 0.78 
si - dunkel 2 0,73 
615 | 68.19°¢ ‘ 0.95 
dunkel i — 0,68 
578 | 6,1.10-¢ ‘i -107 
dunkel _ 0.83 
- > Luft — 2,85 


HI 


* Vgl. Protokoll 1, Abschnitt 4. 
Biochemische Zeitschrift Band 193. 


0,158 | 0,187 
0,257 | 0346 
0,633 | 1,738 
0.151 | 0,178 


0,239 | 0,298 
0.265 0,360 
0,230 0,298 
0350 0.538 
0,215 0,278 
0,226 0,290 
0.297 0,420 
0,226 0,290 
0.263 0.358 
0,246 0,827 
0322 0475 
0,226 | 0,299 
0,362 0570 
0,280 0,390 


dv 
di 


0,159; 2,6. 106 


1.55 |81,0. 10¢ 


0,062 | 4,3. 10° 


\ oone 22,0. 10* 


| 


|} 0,18 3,3. 104 
} 0,049 1,8. 10 
| 0,167 2.5. 108 
| 280 8,8 . 104 


23 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Anderung 


=~ Intensitat es 
=~ des Lichtes O» Druckes ” iy 
Nr 7 S t Gasraum in 5 Min rT) 1 n J \ 
pe mm | j 
cal (1 mm 
uu sec X qem | 4.52 cmmO,) 
— dunkel Luft 3,45 
in 95 CO, 5 Og 069 O174! 021 
578 41.10°8 “ 2 OO O59) 144 1.190 291 
4 578 | 29,0.10 ¢ i 150 640440 O78 | 0.530 2.6.10 
dunkel _ 1.77 0,220 | 0.28 
546 30,0. 19-6 . 1.70 0499 096 0689 23.1% 
4356 42.196 - 190 = §=60,0500 | 1.220, 0,940 22.0. 104 
dunkel Luft 3.40 


In Abb. 1 ist W als Funktion der Wellenlange dargestellt. [1 
Ubersichtlichkeit wegen sind die gemessenen Punkte durch eine Lini 
verbunden. Diese Linie sart 

nichts dariiber aus, wie groB W 

in den Intervallen zwischen der 





60} gemessenen Punkten ist. 
Fiihren wir noch die Quanten 
60} beziehung ein — was wir nac! 
50} unseren Erfahrungen! mit organi 
0,40} schen Farbstoffen tun miissen 
so haben wir W mit dem Ver 
G20 A haltnis der Wellenlingen zu mu! 
4 j —_—= ’ : ee 
aa ie ee tiplizieren, 
350 YOO “0 500 550 600 630 ' 436 
a Al Ml W 2 W , i ’ (0) 
4d 
Abb. 1 und erhalten dann 
‘ Farbe Ww’ . Farbe u 
unm uu 
366 ultraviolett 0,10 546 griin 0,086 
405 viclett 0,21 578 gelb 0,995 
436 blau 1,000 615 gelbrot 0,058 
492 blaugriin 0,038 685 rot 0 





In Abb. 2 ist W’ als Funktion der Wellenlinge dargestellt 
Wicderum sind die gemessenen Punkte durch eine Linie verbunder 


1 O. Warburg und E. Negelein, Zeitschr. f. physik. Chem. 106, 191, 1925 
H. Gajfron, Chem. Ber. 60, 755, 1927. 
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ul wiederum ist hervorzuheben, daB die Verbindungslinie liber die 
erte von W’ in den Intervallen zwischen den gemessenen Punkten 
chts aussagt 
ener chon canier mM 
W ist die photochemisch« Wir- 
3 090 
kung, die entsteht, wenn man pro 
kunde gleich viel Kalorien in die 
fefezelle einstrahlt. W’ ist die 
»photochemische Wirkung, die ent- 
eht, wenn man pro Sekunde gleich 
el Quanten in die Hefezelle ein- 
4 ral.lt. Nimmt man an, dab jedes 
\4 ibsorbierte Quantum gleich wirkt, : Fi , 
> . . ry. ——T tee 
daB also die Unterschiede der Wir- : 


kungen auf Verschiedenheiten der Abb 2 Die 
\bsorption beruhen, so sind die 
Punkte der Abb. 2 nichts anderes als Punkte der Absorptionskurv« 


des Atmungsferments, bzw. dessen Kohlenoxydverbindung!. 


%. V als Funktion von /,. ‘ 


| ‘ 
In Versuch 4 der Tabelle I sind 
zwei Messungen mit der Wellenlinge 


578 wy angefiihrt, in denen 4 variiert 
wurde. i, war 41 . 10~-® und 20.10-* 


die dazugehérigen d V /di-Werte waren 
aT: 


29.108 und 2,6. 104. dV/di war also *y oF 
nnerhalb der Grenzen der Versuchs- ~ 
ler konstant 1A 
) Tabelle ILenthalt einenVersuch mit 
der Wellenlinge 436 uu, in dem i, um = eS 
das Zehnfache variiert wurde. Auch E105 (Am I6, at 
hier stimmen died V /dé- Werte innerhalb Abb. 3 
der Grenzen der Versuchsfehler iiberein. 
In Abb.3 ist der Versuch der Tabelle Ll graphisch dargestellt. 
Die Abbildung zeigt, daB V sehr nahe eine lineare Funktion der Inten 
ist. 


sitat t 


1 De W’-Kurve des Atmungsferments hat den Bau eines Hamin 
spektrums, z. B. des Haimoglobins oder des CO-Himins. Ferner: durch 
Aufnahme einer W’-Kurve fiir das Hamon kotinmodell (iiber dieses 
Modell vgl. die folgende Arbeit des Dr. Kre's) kann man zeigen, daB 
lie W’-Kurve wirklich das Absorptionsspektrum ist. Beides zusammen 


beweist, daB das Atmungsferment eine Haminverbindung ist 
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Tabelle II. 


Anderung von n/1 —n mit der Lichtintensitat ¢, fiir 1436. 10°. 20 emm 
Torula in 5 cem m/20 KH,PO,, 1% Athylalkohol. Im Einsatz Kalilaug: 





or “te 
. es 
tials tetas i a se r V: n dt dV 
mm l-n di 
cal (mm = 
sec X qem = 4,4cmm Op») 
Luft dunkel - 3,28* 
94,7 CO, 5,3 Og - — 0,90 0,280 0,390 + 
- | 115.10-° —1238 0,382 0,619 0,215 18,7. 10¢ 
a | 3,40.10-° — 168 0,507 1.08 0,626 18,4 . 10 
‘ | 9,75.10-° —215 0670 2.08 1,626 16,8. 108 
a I dunkel — 0,95 0,295 0A18T 
Luft = —$15*{/ — — 


* Mittel Luft — 3,21. + Mittel 0,404. 


4 Versuchsanordnung. 


Das Versuchsmaterial war eine wilde Hefe, Torula utilis, in Rein- 
kultur geziichtet, wie in der vorhergehenden Mitteilung beschrieben. 
Die Temperatur bei den Atmungsmessungen war 10°, weil — wie die 
Theorie verlangt und die Erfahrung bestitigt — die Lichtwirkung bei 
tiefer Temperatur gréBer ist. Wir haben auch Messungen bei 2° aus- 
gefiihrt, doch war es bei 2° schwierig, die Temperatur hinreichend 
konstant zu halten. 

Abb. 4 erlautert die Versuchsanordnung, Protokoll 1 enthalt einen 
Versuch mit allen experimentellen Einzelheiten. Im iibrigen verweisen 


e ' 
I 

iF 
pe 
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Abb. 4. 


@ = Quecksilberlampe ; 6, = Blende von 12 mm Durchmesser; b2 und by = Blenden; 1, = Linse 

von 17 cm Durchmesser und 25 cm Brennweite; L2 = Linse von 8,5 cm Durchmesser und 15 cm 

Brennweite ; L3 = Doppellinse von 17 cm Durchmesser und 21 cm Brennweite; L, = Linse von 

3,5 cm Durchmesser und 30 cm Brennweite; F = Farbfilter; 7 — Thermostat; S, = Spiegel; 

M = Differential ter; E = Exzenter; K = Ablesekathetometer; B = Bolometer; S, = 

Spiegel fiir das Bolometer. Sz reflektierte in Wirklichkeit horizontal, nicht vertikal, wie in der 
Zeichnung der besseren Ubersicht wegen angegeben ist. 
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wir auf eine Arbeit! iiber den EinfluB der Wellenlange auf die Kohlen- 
siureassimilation, wo die manometrische Atmungsmessung und die 
bolometrische Intensitaétsmessung beschrieben sind. Zu beachten ist, 
daB wir dort mit vollstandiger Lichtabsorption gearbeitet haben, 
wahrend wir hier die photochemische Wirkung bei unendlich kleiner 
Lichtabsorption messen. In bezug auf die Isolierung der Spektral- 
bezirke ist einiges Neue hinzugekommen; die Vorschriften haben wir in 
Abschnitt 5 zusammengestellt. 


Protokoll 1. 
Bestimmung von d V /di fiir die Wellenlangen 405 und 436 gu. Im Haupt 
raum des GeféBes: 20 cmm Zellen in 10cem m/20 KH,PO,, 1% Athyl- 
alkohol. Im Einsatz des GefiBes: 0,5cem 5%iger KOH. Temperatur 
10°C. vp = 10,5ccem, tg = 44,65cecem. GefiSkonstante ko, = 4,52 qmm. 








ai Zs Abnsias des 
55 3 ht. Sauerstoffdruckes 
e23 Wellen- $s rm. i in 5 Minuten n dy 
ass lange st - 7) 1 n J) 
O>3 25 ge im . di 
se” ez cal messen Mittel J 
=5 uu 2 id qem X sec mm mm 
| — 2,85 | 1 
Luft - dunkel {| — 2,70 |)- 2,82* ; — 
||-2'90 || | 
. {)- 0,65 |\_ 9 «: 1920 | 0.908 
P ® | -0.60 || 0,63 0,230 0,298 
= | 7 -0,70 | 
x { -~ 0.65 | = ? | 
o 405 | 12800' 1,43. 10-6 -0, "Br —0,74 0,265 | 0,360 0,062 |4,3.104 
eS Vo 75 
S|) — | — | dunket {985 ||-0,63 | 0,230) 0298 — | 
3s » lee | - 1,00 ar rs ono | 0 
7 436 | 16000 1,14.10-¢ , 7-0,98 | 0,350 0,538 | 0,252 | 22. 10* 
- | - 0,95 , 
) l ~ 0,60 |) : ” nm 
— ce ’ -() ) ‘ 0.2 e —_ 
dunkel 0.60 || 60 0,215 0,273 | 
| -2,751)_o75e) — 
Luft - \|-2'75 [7 245 


* Im Mittel Luft Anfang und Luft Ende — 2,79 


5. Isolierung der Spektralbezirke. 


Isolierung der ultravioletten Hq-Linie A 366 up. 
1. 3% Kupfersulfat (CuSO,, 5 H,O) in 3m Tiefe. 
2. 0,22 cm ultraviolettdurchliesiges Schwarzglas der Gentlings 
eens Glaswerke, Zehlendorf. 


' O. Warburg und E. Negelein, Zeitschr. f. physik. Chem. 106, 191, 1923. 
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Isolierung der blauen Hg-Linie 2 405 up. 

1.08 cm Sinuvalglas der Sendlinger Optischen Glaswerk« 
Zehlendorf. 

2. 0,005 g Diamantfuchsin: 100 cem Wasser in 2 em Tiefe. 

3. 0,003 ¢ Saurerhodamin: 100 ccm Wasser in 1 em Tiefe 

4. Kupfersulfat, wie oben 

5. m/10 Kupfersulfatlésung, mit n Ammoniak bis zur vollstandigey 
Lésung des Niederschlags versetzt, in lem Tiefe. 


lsolierung der blauen Hq-Linie } 436 pe. 


1. 2g Chininhydrochlorid mit 6cem n Salzsiure gelést: 100 cem 
Wasser in lem Tiefe. 

2. Kupfersulfat, wie oben 

3. Siurerhodamin, wie oben 

4. Kupferoxydammoniak, wie oben. 


lsolierung cle r hlauai mnen Hq-Lini 2 492 MB. 


1. Chinin, wie oben. 

2. Kupfersulfat wie oben 

3. 0,060 ¢ Guinea-Griin' B extra ,,Agfa‘: L0Qcem Wasser in 
lem Tiefe. 

Tsolierung der griinen Haq-Linie 2 546 pu. 

1. Chinin, wie oben. 

2. Kupfersulfat, wie oben. 

3. 0.020 ¢g Tartrazin: 100 ccm Wasser in-1 cm Tiefe 


4. 13cm Didymglas von Schott und Gen., Jena. 


Isolierung der gelben Hg-Linie 4 578 uu. 


1. Chinin, wie oben. 

2. Kupfersulfat, wie oben. 

3. 0,020 g Tartrazin, 0.020g Erythrosin: 100ccm Wasser im 
icm Tiefe. 

Die Isolierung der Spektralgebiete um 2615 und 4 685 wu geschal 
mittels eines Monochromators aus der Strahlung einer besonders hierfiir 
hergestellten Nitralampe, wobei der leuchtende Faden selbst als Spalt 
diente*. Das Spektralgebiet um 4615 war begrenzt von den Wellen- 
langen 590 und 640 uu, die Grenzen des Gebietes um 4685 waren 


670 und 700 wu 


' Nach F’, Weigert, Optische Methoden der Chemie, 8. 62. Leipzig 1927 
2 Naheres iiber Monochromator und Beleuchtung desselben s. O. W 
burg und E. Negelein, Zeitschr. f. physik. Chem. 106, 191. 1923. 
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Uber die Wirkung von Kohlenoxyd und Licht 
auf Himinkatalysen. 


Von 


Hans Adolf Krebs. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Ich habe auf Vorschlag von Herrm Warburg die Wirkung von Kohlen- 
oxyd und Licht auf Haminkatalysen untersucht und gefunden, daB eine 
Haminkatalyse -- die Ubertragung von molekularem Sauerstoff durch 
Hamin auf Cystein — sich gegen Kojlenoxyd und Licht ahnlich verhalt 
wie die Atmung der Jebendigen Substanz. 

Katalytische Wirkungen des Himins sind melhrfach beschrieben 
so von G. A. Buckmaster', M. E. Robinson*, D.C. Harrison®, R. Kuhn 
und L. Brann*, H. Euler und K.Josephson®. Harrison fand, daB 
Hamin molekularen Sauerstoff auf Cystein unter Oxydation zu Cystin 
ibertragt. 

Um die katalytische Wirkung des Hamins bei der Cysteinoxydation 
zu untersuchen, ist es notwendig, entweder in Lésungen zu arbeiten, 
die frei von Eisen (und anderen katalytisch wirksamen Metallen) sind, 
oder unter Bedingungen, unter denen nur Hamin, nicht aber Eisen- 
salz katalytisch wirkt. Durch Variation des py und des O,-Druckes 
kann man Bedingungen herstellen, die diesen Forderungen geniigen 


Versuch 1. Katalytische Wirkung des Himins. 


Man list 0.2 mg Himin in 2 ccm m/10 Phorphat von py 6,8, fiigt 
4.6 mg Cystein hinzu, scl.iittelt bei 20°C mit einer Gasmischung von 


1 @. A. Buckmaster, Journ. of Physiol. 35, 35, 1907. 

® M. E. Robinson, Biochem. Journ. 18, 255, 1924. 

' D. C. Harrison, ebendaselbst 18, 1009, 1924. 

' R. Kuhn und L. Brann, Chem. Ber. 59, 2370, 1926 und Hoppe- 
Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 168, 27, 1927. 

*’ H. Euler und K. Josephson, Liebigs Ann. 456, 111, 1927. 








348 H. A. Krebs: 


95 Vol.-% Stickstoff und 5 Vol.-° Sauerstoff und miBt die Sauerstoff 


aufnahme manometrisch. 1 mg Hamineisen iibertrigt hierbei pro 


Stunde 5500cmm Sauerstoff (berechnet aus der Anfangsgeschwin 
digkeit). 


Versuch 2. Hemmung der Himinkatalyse durch Kohlenoxyd. 


Ersetzt man den Stickstoff in Versuch 1 durch Kohlenoxyd, so 
wird die Sauerstoffiibertragung gehemmt, und zwar um 70%. Das 
gleiche Gargemisch, 95°, CO, 5%, O,, hemmt die Atmung lebender 
Hefe um 60 bis 80°,. Wie dort, ist auch hier die Wirkung des Kohlen 
oxyds vom O,-Druck abhangig und durch das Verhaltnis CO/O, be 
stimmt. 


Wie die Kohlenoxydverbindung des Atmungsferments ist dic 
Kohlenoxydverbindung des Hamins! lichtempfindlich, jedoch in viel 
geringerem MaBe. Intensititen, die die Kohlenoxydverbindung des 
Atmungsferments fast vollstindig spalten, wirken auf die Kohlenoxyd 
verbindung des Himins nur wenig. 


Versuch 3. Katalytische Wirkung des Nicotinhimins. 


Naci Versuchen von W.J. Dilling? und ™ L. Anson und A. E 
Mirsky* vereinigt sich reduziertes Himin mit .vicotin. Ich habe ge- 
funden, da8 Nicotin amin viel starker katalytisch wirkt als freies Himin 
und daB die Kohlenoxydverbindung des Nicotinhémins viel licht 
empfindlicher ist als die Kohlenoxydverbindung des freien Hamins 
namlich etwa ebenso lichtempfindlich wie die Kohlenoxydverbindung 
des Atmungsferments. 


Man lést 0,0125mg Hamin in 2ccm einer 5%igen wiasserigen 
Nicotinlésung (pq etwa 10,7), fiigt 12 mg Cystein hinzu, schiittelt bei 
20°C mit Luft und miBt die Sauerstoffaufnahme manometrisch. 1 mg 
Hamineisen iibertragt hierbei pro. Stunde 150000cmm Sauerstoff 
(berechnet aus der Anfangsgeschwindigkeit). Bei gleichem pg und 
gleichem Sauerstoffdruck ist freies Haimin 15mal weniger wirksam 


Versuch 4. Hemmung der Nicotinhiminkatalyse durch Kohlenoxyd. 


Ersetzt man den Stickstoff in Versuch 3 durch Kohlenoxyd, so 
wird die Sauerstoffiibertragung gehemmt, und zwar um 60%. Belichtet 
man mit einer 75-Wattlampe aus 6cm Entfernung, so verschwindet 


' Genauer ausgedriickt: Kohlenoxydverbindung des reduzierten Haimins. 

2? W.J. Dilling, Atlas der Kristallformen und der Absorptionsbaénder 
der Hamochromogene. Stuttgart 1910, Verlag Enke. 

3’ M.L. Anson und A. FE. Mirsky, Journ. of Physiol. 60, 50, 1925. 
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Wirkung von Kohlenoxyvd und Licht aut Haminkatalysen. 34 


i¢ Hemmung zum grébten Teil: verdunkelt man. so erscheint die 


lemmung wieder. Abb. 1 gibt eine graphische Darstellung des Versuchs 


" : 00. —_—_—_—————_——_ 
Versuch 5. Hemmuneg der Katalytischen , 
Wirkung des Nicotinhimins durch Blausiure. | 
120 + . > 4 









Fiigt man der Lésung in Versuch 3 


Blausdiure hinzu, so daB die Blausiiure- Fy} 
= < a 
konzentration 10~% molar ist, so wird die e 
Katalyse zu 97°, hemmt. Die Katalyse 3 w} 
Serr : S 
ist also etwa ebenso empfindlich gegen § 
Blausiure wie die Atmung der lebendigen § 60} 
‘ Ss 
Substanz. & 
Versuch 6, 4 4} 
| 


Katalytische Wirkung des Pyridinhiimins. 7 


27 % a Ww a 





“ ° . . . v. ° >» 
Ahnliche Versuche wie mit Nicotin- - 
hamin kann man mit Pyridinhimin an- | 
7 
stellen. Man list 0.02 mg Hamin in 1,5 com ” duke! © hel Sunkel™ heli *? 
m/10 Phosphatpuffer von py 11,6', fiigt —~ Minuten 
0.5 cem Pyridin und 12 mg Cystein hinzu, Abs. | 
a an , is : : Sauerstoffubertragung durch 
schiittelt bei 20°C mit Luft und mibt die Nicotinhamin, | erumung d 
Sauerstotfaufnahme “Nanometrisch. 1 mg eecieaites -*™ ¥itkung des 
nts 


Haimineisen tibertragt hierbei pro Stunde 
90000 cmm Sauerstoff (berechnet aus der Anfangsgeschwindigkeit ) 
Ersetzt man den Stickstoff der Luft durch Kohlenoxyd, so wird die 
Sauerstoffaufnahme um 80°, gehemmt. Belichtet man die kohlen- 
oxydhaltige Lésung mit einer 75-Watt-Lampe aus 6cem Entfernung, 
so hemmt Kohlenoxyd nur poch um 40°). 


Versuch 7. Katalytisch wirksame Oxydationsstule des Hiimins. 


Arbeitet man in Versuch | anstatt bei py 6.8 bei pg 5,9, so ist 
Hamin katalytisch fast unwirksam. 1 mg Hamineisen tibertragt bei 
pad pro Stunde 500cmm Sauerstoff (berechnet aus der Anfangs- 
geschwindigkeit). Reduziert man aber zunichst das Himin mit Cystein 
Pa 6,8, so ist es bei py 5.9 katalytisch wirksam. Reduziertes Hamin 
iibertrigt bei pa5.9 pro Milligramm Eisen und Stunde 5000 cmm 
Sauerstoff (berechnet aus der Anfangsgeschwindigkeit). Es geht daraus 
hervor, daB die bei der Katalyse wirksame héhere Oxydationsstufe 
des Eisens nicht das dreiwertige Eisen des Hamins ist. 


1 J. M. Kolthoti und J.J. Vleeschhouwer. diese Zeitschr. 189, 191, 1927. 











Uber die Verwendung des Glockenapparates yon Lundegard): 
fiir die Messung der €0,-Produktion des Waldbodens. 
Von 
D. Fehér. 

(Aus dem botanischen Institut der k. ungar. Hochschule fiir Berg- w 
Forstingenieure in Sopron.) 


(Ek ingegang nam 3. Januar 1928.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Wie die Untersuchungen der letzten Jahre lehren, ist die Kohlen 
siureproduktion des Waldbodens ein sehr wichtiger bioiogischer Faktor 
im Leben des Waldes (1). Erst dann, wenn man diese Frage in ihrem 
Zusammenhang mit der Mikrobiologie und den wichtigsten chemischen 
Eigenschaften des Waldbodens untersucht, kann der richtige Einblick 
in die recht komplizierten Lebensbedingungen der Waldbestand: 
gewonnen werden. 

Fiir die Messung der Kohlensiureproduktion sind mehrere Met hoden 
empfohlen worden. Da es sich hier meistens um relativ gréBere Mengen 
von CO, handelt, so wurde bei den meisten Methoden das volumetrisch« 
Prinzip von Petterson angewendet, und zwar die Adsorption der ein 
gesaugten Mengen von CO, mit verdiinnter KOH und sodann Messung 
der so entstandenen Volumenverminderung auf Grund des Thermo 
barometerprinzips (2). 

Die erster, Methoden zur Messung der CO,-Produktion des Boden- 
waren recht primitiv, es wurde auch teilweise die Absorptionsmethode von 
Hesse (2) mit Ba(O H), angewendet. Mit dieser Methode hat auch Meinecke (1 
seine ersten Messungen im Walde vorgenommen. 

Die Bodenluft wurde bei den ersten Messungen unmittelbar aus den 
Boden in Flaschen eingesaugt, spater hat man Glocken aus Glas und Zinn 
fiir das Sammeln der Bodenluft angewendet, und die Proben wurden sodani 
diesen Glocken entnommen, und nach der Analyse mit Beriicksichtigung 
der Zeit der Exposition, des Volumens und der Grundfliche der Glocke aut 
Zeit und Flacheneinheit berechnet. 

Die an und fiir sich guten und verlaBlichen volumetrischen Apparate von 
Petterson-Palmquist, oder Petterson-Sonden sind natiirlich alle mit gleic! 
gutem Erfolg zu verwenden. Sie haben aber den erheblichen Nachteil, dab 
ihre Hauptteile aus Glas angefertigt werden und infolgedessen sehr zerbrech 
lich sind. Bei den Laboratoriumsarbeiten fallt dieser Umstand weniger in- 
Gewicht, jedoch bei den Arbeiten im Felde, namentlich im Walde, empfindet 
man diesen Nachteil recht unangenehm. Die Lésung der mit der Boden 
atmung zusammenhingenden Probleme hangt ja hauptsachlich von de: 
Resultaten von Massenuntersuchungen ab, wobei der Transport und di 
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andige Benutzung, namentlich in entlegenen Waldgebieten, die Ciefahr 
s Zerbrechens erheblich vergrébert 

Das Verfahren von Meinecke (1), der die Luftproben aus der Glocke 
ittels evakuierten Pipetten entnimmt, dieselbe sogleich nach der Probe- 
itnahme luftdicht verschlieBt bzw. einschmilzt, sodann in das Laboratorium 
ringt und dort mit der Sondenschen Apparatur untersucht, kann man 
icht als endgiiltige Losung dieser Frage betrachten. Fiir Untersuchungen 
1 groBem Stile ist dieses Verfahren derart umstéandlich und zeit raubend, 
ab es fiir diesen Zweck recht ungeeignet erscheint. 
In der letzten Zeit hat Lundegardh (3) einen volumetrischen Apparat 
konstruiert, der von ihm eigens fiir die Messung der CO,-Produktion 
des Bodens in dem Felde empfohlen wird. 

Dieser Apparat, dessen Konstruktion und detaillierte Beschreibung 
Lundegardh bereits veréffentlicht hat, hat ja im wesentlichen das Petterson 
che Prinzip beibehalten; hat jedoch die sehr geschickte Modifikation, 
la} an Stelle der lastigen Einfiihrung der Luftprobe mit der Quecksilber- 
birne in das KaligefaB, hier der sogenannte Absorptionsapparat selbst in 
den Untersuchungsraum des Apparats, der friiher mit der Untersuchungs- 
luft gefillt wurde, eingeschoben und nach erfolgter Absorption zuriick- 
vezogen wird. Das Einsaugen der Luftprobe wird mit einem Kolben durch 
vefuhrt. 

AuBer diesen Eigenschaften hat der Apparat den grolben Vorteil, 
daB die urspriingliche voluminése Form des Petterson-Palmquist schen 
\pparats durch die geschickte Anordnung der Teile auf einen denkbar 
kleinen Umftang zuriickgedrangt und in einem hélzernen Schutzkasten 
untergebracht wurde. 

Die Bodenluft wird auch bei diesem Apparat mit einer Bodenglocke 
vesammelt. 

Der Apparat arbeitet nach den Angaben von Lundegardh mit einer 
Genauigkeit von 5°, oder, auf den normalen CO,-Gehalt der Luft um 
verechnet, mit einem Fehler von 0,0015 Vol.-°%,. 

Der Apparat ist fiir Feldmessungen infolge seiner bereits erwahnten 
sinnreichen Einrichtungen sehr gut verwendbar. Ich habe damit. selbst 
monatelang gearbeitet. Er hat jedoch die Gefahr des Zerbrechens, 
weil die empfindlichen Glasteile nicht aus einem anderen, weniger 
zerbrechlichen Material hergestellt werden kénnen. Namentlich bei 
Arbeiten an entlegenen Waldgebieten, wo bei der lingeren Dauer der 
Untersuchungen derselbe oft hin und her transportiert werden mu 
und auBerdem in den einfachen und wenig geschiitzten Feldlaboratorien 

die plétzlichen Temperaturveranderungen im Friihjahr und im Herbst 
das Springen der Glasbestandteile oft unerwartet herbeifiihren, und 
das Zerbrechen derselben oft recht unliebsame Arbeitsunterbrechungen 
verursacht. Da wir im Laufe des Jahres 1927 mit dem volumetrischen 
\pparat langere Zeit im Walde arbeiten mubten, so haben die wieder- 
holten Reparaturen viel Miihe, Zeit und Geld gekostet. Angesichts 
dieser Umstande habe ich mich nun entschlossen, fiir die Messung der 


CO,-Produktion des Waldbodens einen anderen Weg einzuschlagen 
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Bei unseren Beobachtungen wird gleichzeitig mit der Bodenatmw 
auch der Kohlensiuregehalt der Waldluft in gewéhnlich drei ver 
schiedenen Héhen gemessen 

Zu diesem Behufe verwendeten wir die ebenfalls recht sinnrek 
gebauten Glockenapparate von Lundegardh (4) Diese Apparat: 
welche von Lundegardh bereits eingehend beschrieben wurden, sin 
gréBtenteils aus Zinkblech gebaut und besitzen sehr wenig Glasbestand 
teile, welche jedoch im Falle des Zerbrechens leicht ausgewechsel 
werden kénnen. Der Apparat saugt durch die bewegliche Glocke da 
Luftvolumen ein. nach dem Einsavgen wird der CO,-Gehalt dure} 
konzentrierte Ba(QH),-Lésung absorbiert und der CQO,-Gehalt is 
0.001 ¢ durch Titrieren mit n/10 bis n/40 HCI bestimmt 





Abb. 1. Der Glockenapparat von Lundegardh mit der Bodenglocke 


Das Volumen des Apparats kann genau kalibriert werden und dis 
beiden Fiihrungsstangen der beweglichen Glocke sind mit einer ent 
sprechend eingravierten Teilung versehen, welche mit den ebenfalls 
an den Fiihrungsstangen angebrachten Fixierschrauben das Einstelle: 
des Apparats fiir kleinere Volumina gestatten 

Der Apparat arbeitet nach den genau ermittelten Angaben vor 
Lundegardh mit einem Fehler von — 1 °,,, welcher, auf den normalen Luft 


kohlensiuregehalt berechnet. eine Fehlergrenze von 0.0003 Vol.-°., ergibt 
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Der Apparat ist sehr leicht zu handhaben, labBt sich bequem und 
inne Gefahr des Zerbrechens transportieren. Diese fiir die praktische 
eldarbeit sehr vorteilhaften Eigenschaften des Apparats haben mich 
un dazu bewogen, denselben in Verbindung mit der Bodenglocke 
uch fiir die Messung der CO,-Produktion des Bodens zu verwenden 

Wir haben im Laufe dieses Jahres den Apparat fiir diesen Zweck 
wusprobiert und mit guten Resultaten verwendet. 

Unser Verfahren, das dabei eingeschlagen, ist nun das folgende: 

Der Glockenapparat wird aut ein Volumen von 600 bis 800 cem genau 
kalibriert und eingestellt. Fiir die Ansammlung der von dem Boden ge 
hildeten Kohlenséiure verwenden wir Zinkglocken von 16000 bis 18000 cem 
Inhalt, welche auBen paraffiniert werden. 

Der Rauminhalt der Glocke muBte ja vergréBert werden, um bei det 
Saugung des Probevolumens von 600 bis 700 cem das plétzliche Heraus- 
diffundieren der kohlensaiurereichen Bodenluft zu vermeiden. Die Glocken 
werden auf 5em in den Boden eingedriickt. Die Tiefe des Eindriickens 
wird an einer entsprechend angebrachten Skala gemessen und sodann die 
dadurch entstandene Volumenverminderung genau berechnet. Die Glocke 
wird nach dem Eindriicken mit dem Glockenapparat luftdicht verbunden 
und nach einer Expositionszeit von 20 bis 30 Minuten untersucht (s. Abb. 1). 

Fiir das gute Durchliiften der Glockenluft wird mit einem entsprechend 
angebrachten und nach auBen verschlossenen Gummiball gesorgt. 

Mit dem Glockenapparat wird nun das entsprechende Volumen ein 
gesaugt und analysiert. 

Wir arbeiten gewohnlich mit n/40 HCl und konzentriertem Ba(OH),. 
Daher, wenn Ba(OH), + CO, = BaCO, + H,O und Ba(OH), — 2 HCI 

BaCl, 2 H,O, so sind 2cem n/40 HCl 0.0011 g CO, und 1 eem 
n/40 HCl 0,00055 ¢ CQOg,. 

Das Titrieren wird mit Phenolphthalein durchgetiihrt. Wenn nun 

X = CO, Produktion des Bodens in Grammen per Quadratmeter 

und Stunde, 

H das Volumen der Bodenglocke in Kubikzentimeter, 

h die Volumenverminderung, welche durch das Eindriicken det 


Glocke entsteht, in Kubikzentimetern, 

h, das Volumen der Glasleitung, welche die Glocke mit dem Apparat 
verbindet, in Kubikzentimetern, 

By das Luftvolumen, welches in den Apparat eingesaugt wird, 

ty der Titer der Ba(OH),-Lésung mit n « HCI (Blindtiter), 

t der Titer det Ba(OH),-Lésung nach det Absorption, 

q der Kohlenséuregehalt der Luft in Gramm) Kubikzentimeter, 


T die Grundflache der Bodenglocke in Quadratzentimetern, 

t die Expositionszeit der Glocke, doh. der Zeitintervall zwischen 
dem SchlieBen und Offnen der Glocke in Minuten, 

/ der Faktor der n # HCl-Lésung, welcher angibt. wievie!l Granu 
CO, leem der betreffenden HCl-Lésung entsprechen, 


so lautet die Formel folgender Weise 
H—h, + dh, | 
hs 


; Ho lode 
(tg —t,))/ —(H hy hada} , 


x i 7 








So D. Feher: 


Da bei entsprechender Arbeitseinrichtung die Werte von H, h,, / 
hk, ¢, und 7 konstant gehalten werden kénnen, so kénnen wir schreihe 


H hy + he 1000 
. a. ( 
he T 
60 
H—h,+h, b und ; d 


Die Gleichung wird daher fiir das praktische Arbeiten die folgende eintacl 
Form aufnehmen: 
X a(t, t,)/ b. ge d. 
Ich fiihre ein Beispiel aus unseren Versuchsprotokollen aut: 
Datum: 12. Oktober 1927. Ort: Fichtenwald bei Sopron. 


Wenn naw HCl n 40 HC! 


H ISS813.6 com te 14,50 

h, $462,2 ‘i t 13,36 

he 7: 7)  - a— j 0.00055 

hy 76.93 ae q 0.000 000 550 
i 692,44 a l 10 Minuten 


2 g. « ‘> 76 
18805, 2008,5 ase (14,50 — 13,36) . 0.00055 
773,627 

60 10,000 


(IS813,6 — 3462.2 + 76,93) . 0.000000 55 : 
10 692.44 


X 0.35 ¢ pro qm und Stunde. 


Nach unseren vergleichenden Messungen kann die Expesitionszeit der 
groBben Glocke bis 40 Minuten erhéht werden, ohne Gefahr zu laufen, dal 
der Druck der angesammelten Kohlensiure die normale Diffusion der CO, 
des Bodens beeintrachtigen wiirde. 

In allen Fallen muB man aber dafiir Sorge tragen, dab die Probe 
luft der Glocke vor der Entnahme mit dem Gummiball griindlich auf 
gerihrt werde. 

Diese Methode beriicksichtigt das Volumen der Leitung zwischen der 
Bodenglocke und dem Glockenapparat. Man kann aber bei entsprechender 
Anordnung das Volumen der Leitung derart ausmessen, dai der Fehler, 
welcher infolge der Vernachlassigung dieses Volumens bei der Berechnung 
entsteht, unter der Fehlergrenze des Apparats bleibt. 

So wird z. B., wenn die Gesamtlainge der Leitting 100 em betragt und 
ihr Radius nur 2mm ausmacht, /, 12,56 cem, und der Fehler im Ver 
haltnis zum H hy 15,000, 0,08°,, oder, auf den normalen Kohlen 
siuregehalt der Luft (0,03 Vol.-°,) umgerechnet, 0,000024 Vol.-°, sein. 
Ein Wert, der ja ganz bedeutend unter der Fehlergrenze des Apparats bleibt. 

Man kann daher bei der Auswahl der Dimensionen der Leitung dieselben 
so wihlen, daB die Vernachlassigung des Leitungsvolumens unter der 
normalen Fehlergrenze des Apparats bleibt. 

Die Berechnung kann daher noch weiter vereintacht werden, und wenn 


ruin 


H —h 
a : und b H — hy, 
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Diese einfache Gleichung erlaubt natiirlich ein sehr leichtes Arbeiten 

der Berechnung der Resultate von Massenanalysen, die ja bei de 
sung dieser Frage immer notwendig werden. Die Korrektionen beziiglich 
s Barometerdrucks und der Temperatur werden in der iiblichen Weiss 
webracht. 

Die Verwendung des Glockenapparats von Lundegardh hat daher bei 
r Messung der Bodenatmung nach der von mir eingefiihrten Methoc 


ie folgenden Vorteile 


1. Sie vereinfacht und vereinheitlicht die Messung in allen Fallen 
vo fiir die Messung des C ¢ ),-Gehaltes der Luft diese Apparate ohnedies 
m Gebrauch sind 

2. Sie macht den Gebrauch des empfindlichen und teuren volu 
netrischen Apparats tiberfliissig und ersetzt ihn durch den billigen 
cinfachen und recht widerstandsfahigen Glockenapparat 

3. Der CO,-Gehalt der Luft und die CO ,-Produktion des Bodens 
werden mit der gleichen Methode und mit den gleichen Fehlergrenzen 
ermittelt 
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1927, Nr. 6. 4) Derselbe, Der Kreislauf der Koblensaure in der Natur 1924. 
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XI. Mitteilung 


Der Jodgehalt im normalen tierischen Organismus. 


Von 
E. Maurer und H. Duerue. 


Universitats-Kinderpoliklinik Miinchen. 


Aus dem Laboratorium det 


{ ki gqeqanqgen am 5. Jai war 1928.) 


Die Erkenntnis der nahen Beziehungen. welche zwischen det 
Funktion der (land. thyreoidea und dem Jodhaushalt bestehen, hat 


zur Vornahme zahlreicher Untersuchungen tiber die Menge des Jod 


vorkommens in diesem Organ AnlaB gegeben. 


Sie bezweckten und erbrachten in erster Linie den Beweis, dab zwische 


dem Jodreichtum der Nahrung und Jodgehalt wie GréBe der Schilddriis 
gewisse Ubereinstimmung besteht (Baumann, Herzfeld und Klinger, Suifiet 
Fukushima), zeigten aber auch, daB neben dem genannten Umstande noc! 
eine Reihe ‘anderer fiir den Jodreichtum des Organs von maBgebender 
welche mit einem verschieden groBen Gehalt der Nahrung 


Bedeutung ist. 
Von Bedeutung scheint vor allem der 


an Jod nicht allein zu erklaren sind. 
EinfluB des Alters, nachdem sich auf Grund der Feststellungen von Thomas 
und Delhougqne, v. Fellenberg. Maurer u. a. ein relativ geringer Jodgehalt 
Schilddriise des Neugeborenen ergeben hat, welcher dann erst n 
héchsten Stand etwa 


Es zahle 


der 
zunehmendem Alter langsam anwachst und seinen 
zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr erreicht (Jolin, Mornéry). 
dazu ferner jahreszeitlich gebundene Schwankungen (Fenger), daneber 
solche, die sich wie die Jodverarmung der miitterlichen Schilddriis: 
wahrend der Schwangerschaft (Monéry) unter dem Einflu8 gewisse: 


besonderer Lebensbedingungen ergeben. Ob auch Unterschiede des (x 


schlechts und der menschlichen Rassen fiir die Hohe des Jodgehaltes alt 
Schilddriise maBgebend sind, steht noch nicht fest. Sicher scheint jedo 
nach den Untersuchungen von Roos zu sein, daB bei groBer Freiziigigke 
der individuell bedingten Differenzen prinzipielle Unterschiede bei ce 


eizelnen Tiergattungen bestehen. auf Grund deren die Schilddriise 
Carnivoren (Fuchs, Marder, Iltis, Katze) nur geringes Jodspeicherung 


besitzt. wahrend dagegen bei Herbivoren der Jodreichtum «: 


vermogen 
genannten Organs ein relativ hoher zu sein pflegt. 
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Noch weniger geklart als beziiglich des Schilddriisenorgans ist die Frage 

ies Jodvorkommens in anderen Teilen des tierischen Organismus. Herzfeld 
ind Klinger haben noch vor wenigen Jahren die Ansicht vertreten, daB unter 
ormalen Verhaltnissen weder das Blut noch andere Organe, auGBer det 
Glandula thyreoidea, Jod enthalten, und auch Marine glaubte auf Grund 
experimenteller Studien annehmen zu miissen, daB die Tendenz fiir Jod 
speicherung lediglich dieser innersekretorischen Driise eigentiimlich ist. Es 
hat sich jedoch in der Folge erwiesen, da8 kaum ein Bestandteil des Kérpers 
in Wahrheit als ,,jodfrei*‘ im strengen Sinne des Wortes zu betrachten ist. 
Freilich sind die Berichte iiber die vorgefundenen Jodmengen wenig ein 
heitlich, ja sie lauten oft einander geradezu widersprechend. Die Ursache 
dafiir mag zum Teil auf Ungleichartigkeit der Untersuchungsbedingungen 
beruhen (Unterschiede im Alter, Geschlecht, Herkunft, Gesundheitszustand, 
Vorbehandlung des Untersuchungsobjektes). Von erheblicher Bedeutung 
ist daneben wohl auch der Umstand, da8 eben bis zu der nunmehr von 
Fellenberg durchgefiihrten Ausarbeitung einer hinreichend exakten Methodik 
die Untersuchungen haufig unter Mangeln der Analysentechnik zu leiden 
hatten. 

Zur Gewinnung eines Uberblicks iiber das Jodvorkommen im 
normalen tierischen Organismus erscheint es daher am Platze, die 
bisher vorliegenden Angaben tiber den Jodgehalt der einzelnen Kérper- 
bestandteile durch die Wiedergabe der in letzter Zeit an unserem 
Institut erhobenen Befunde zu erganzen, welche zugleich als Ausgangs- 
punkt unserer Studien tiber das Jodspeicherungsvermégen einzelner 
Organe dienen sollen. 

Es handelt sich bei diesen Befunden um die Ergebnisse jod- 
analytischer Untersuchungen, welche im AnschluB an die an anderer 
Stelle! mitgeteilten Studien tiber den Jodgehalt des menschlichen 
Organismus nunmehr hauptsachlich an Kaninchen © durchgefihrt 
wurden. Sie zeigen, daB der Jodgehalt der Gland. thyreoidea auch bei 
diesen samtlich aus dem gleichen Zuchtkreis stammenden Tieren in seiner 
Hoéhe wesentlichen Schwankungen unterworfen ist. Auch im Jodgehalt 
der beiden Schilddriisenhalften treten endlich, wie es Eckstein auf 
Grund seiner Untersuchungen an Hunden festgestellt hat und wie es 
sich uns auch spater noch beim Vergleich des Jodgehalts der beiden 
Schilddriisenlappen von Schafen erwies, sehr betrachtliche Differenzen 
in Erscheinung. Nachst der Schilddriise findet sich auch hier, ebenso 
wie beim Menschen, der héchste Jodgehalt mit RegelmaBigkeit im 
Eierstock. Sein mittlerer Jodgehalt betragt 700 y-°,. Auf die Méglich- 
keiten zur Erklarung dieses Umstands sei an dieser Stelle nicht naher 
eingegangen, aber doch daran erinnert, daB schon bei der Besprechung 
der Untersuchungsergebnisse am Menschen auf den hohen Jodgehalt 
aller untersuchten endokrinen Organe hingewiesen werden konnte 
Der Jodreichtum der weiblichen Genitalien erstreckt sich dabei nicht 


Miinch. med. Wochenschr. 1926 u. 1927. 


Biochemische Zeitschrift Band 193 4 
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Jodgehalt im Organismus normal ernahrter Kaninchen in Prozenten. 





Normals Normals Normale Normals Normale Mittel 


Organ tier 1* tier 2 tier 3 tier 4 tier 5 wert 
Thyreoidea, gesamt .. . 15 000 — 33 000 14 000 1170 15 800 
rechter Lappen 10 800 1000 
linker Lappen 18 600 1320 
re ere 60 300 235 2 150 800 700 
Uterus . ae ‘-- 24.5 300 49 35 — 100 
RY ek oe a ta 120 33 75 
. gee eee a ee 11 66 26.5 160 100 70 
Gland. submaxillaris. . . — 70 12,5 80 94 65 
TS Se eee 18 8.5 53 14 53 30 
7" ae ae 13 18 4.5 49 22.5 20 
See : 8.5 4.5 51 14.5 20) 
Nagel - 27 20 
ec Me Be op 3.5 18 2,5 19 17.5 14 
aa ye 7 12 4.5 5 17,5 10.5 4 
Lunge 45 10.5 9 
0 ae oe — 1.5 S 
Fett . as 95 _ 3 
Magen. . . ; — 12.5 — 

Diinndarm Pie 2) 4 20,0 — 
I ae ve Bahl lr 4,0 
Ee ate Me a 20 62 40 
_ aaa a 50 9 — 30 
Ee eee 70 10 — 40 
Blutkérperchen . “ele 33 8 21 
*) Normaltier 1, weif, 2300 g Gewicht, weiblich. 
. 2, - 1990g . » 
e 3, . 2000g 


4, grauweiB, 2500 g Gewicht, weiblich 
5, weiB, 2000g Gewicht, weiblich. 


auf das Ovar allein, betrifft vielmehr auch Uterus und Tuben, die in 
der Reihenfolge des mittleren prozentualen Jodgehalts in unserer 
Zusammenstellung dem Ovar unmittelbar folgen. Von inneren Organen 
wurden ferner Milz und Leber untersucht, wobei erstere sich regel- 
maBig als durch hohen Jodgehalt ausgezeichnet fand. Auch im Herz- 
muskel war ein relativ bedeutendes Jodvorkommen nachzuweisen 
Im Gehirn des Tieres ist der Jodgehalt in der Regel nur gering, auch 
das Kérperfett vermag offenbar in der Norm nur wenig davon zu 
speichern. 

Von den Orten der Jodausscheidung findet sich besonders in der 
von uns untersuchten Unterkieferspeicheldriise ein hoher Jodgehalt 
wohl als Hinweis auf die Rolle des Speichels fiir die Jodausscheidung 
Im Verhaltnis dazu ist der Jodgehalt der Niere und der Lunge als 
gering zu betrachten. Auch die Haut, die fiir die perkutane Ausscheidung 
in Frage kommt, enthalt nicht unbetrachtliche Mengen, erheblich mehr 
noch aber findet sich in ihren Anhangsgebilden, in den Haaren und in 
der Hornsubstanz der Nagel. In der Galle, deren Rolle fiir die Jod.- 
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gabe vor allem Witt gewiirdigt hat, fand sich bei unseren Unter- 
suchungen ebenfalls Jod. Der Jodgehalt des Blutes ist nicht bei allen 
lieren einheitlich, im Blutplasma findet sich regelmaBig mehr Jod 
s in den festen Bestandteilen. 

Allgemein ist ferner zu sagen, daB nach unseren Beobachtungen 
der Jodgehalt der Schilddriise in keiner Weise als Indikator fiir den 
Jodgehalt des Gesamtorganismus zu gelten hat, da die Werte in den 
iibrigen untersuchten Teilen des Kérpers unabhangig vom Jodwerte 
der Schilddriise stark variierten, ja in dem einen Falle, in welchem 
beide Schilddriisenlappen nur wenig davon enthielten, die prozentualen 
Jodwerte der tibrigen uatersuchten Organe sogar auBerordentlich 


groB waren 





Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 


XIU. Mitteilung: 
Die BeeinfluBbarkeit des Jodgehaltes im tierischen Organismus durch 
perorale Zufuhr geringer Mengen anorganisch gebundenen Jods. 


Von 
E. Maurer und H. Duerue. 
(Aus der Universitaéts-Kinderpoliklinik Miinchen.) 


(Eingegangen am 6. Januar 1928.) 


Die Tatsache, dab in so gut wie allen Teilen des tierischen Orga 
nismus ein Vorkommen von Jod in verschieden hohen Mengen nach 
zuweisen ist, gibt AnlaB8 zu der Fragestellung, ob und in welchem 
Umfang sich die einzelnen Organe bei peroraler Zufuhr von Jod an 
der Speicherung zu beteiligen vermégen. 

Untersuchungen nach dieser Richtung liegen bereits mehrfach vor 
die sich zum Teil mit dem EinfluB von Jodgaben auf den Jodgehalt de1 
Schilddriise befassen (Eckstein), zum Teil auch andere Organe in den Kreis 
ihrer Beobachtungen ziehen und dabei hauptséchlich nach Unterschieden 
hinsichtlich Dauer und Umfang der Retention verschiedenartig gebundenen 
Jods Umschau halten (Lesser, Heubel, Bachem u. a.). 

Beziiglich der Verteilung von Jod, das als Kaliumjodid in anorganischer 
Bindung dem Organismus zugefiihrt wird, seien hier die klassischen Unte 
suchungen von Loeb angefiihrt, der das Problem in umfangreichen Versuchen 
an Kaninchen und Hunden zum Gegenstand seiner Forschungen gemacht 
hat. In Anbetracht des Umstandes, daB der Jodstoffwechsel unter physiolo 
gischen Bedingungen einen zahlenmaéBig nur sehr geringen Umfang besitzt, 
ist aber gegen seine wie gegen fast alle alteren Arbeiten auf diesem Gebiet« 
iiberhaupt der Einwand zu erheben, daB sowohl der experimentellen Ver 
abreichung als dem nachfolgenden Versuch einer quantitativen Feststellung 
des zugefiihrten Jods in den einzelnen Teilen des Organismus weitaus zu 
hohe Werte zugrunde gelegt worden sind. Hat doch z. B. v. Fellenbery 
darauf hingewiseen, daB der tagliche Jodumsatz des erwachsenen Mensche 
nur 17 bis 80 y im Tage ausmacht, waihrend Loeb in einem Falle einen 
1875 g schweren Kaninchen 1 g Jodkali, d.i. rund 400 y Jod pro Gramn 
Lebendgewicht des Versuchstieres, eingegeben hat, was in Umrechnung au! 
das im Mittel 70 kg betragende Gewicht eines erwachsenen Menscher 
einer fiir diesen bestimmten Jodgabe von rund 30g entsprechen wiird: 
v. Fellenberg hat bei ahnlichen Versuchen wohl als erster das geringe Ausma! 
des physiologischen Jodstoffwechsels in Betracht gezogen und demgema 
die Menge des im Experiment zugefiihrten Jods auf 3600 y, d. i. run 
7 bis 9» pro Gramm Lebendgewicht eines Meerschweinchens, beschrinkt 
Er konnte dabei den Nachweis erbringen, daB die Zufuhr auch einer 
geringen Menge Jods bereits eine deutlich feststellbare Erhéhung < 
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dspiegels im Organismus zur Folge hat, welche es gestattet, die Fahigkeit 
iner einzelnen Teile zur Jodaufnahme unter natiirlichen Verhaltnissen 
naihernd entsprechenden Bedingungen zu priifen. Unsere im nach 
ehenden mitgeteilten Versuche, an denen die Herren cand. med. Dentschef/, 
lecker, Hirsch, Kresteff durch Vorbereitung der Analysen wertvolle Mit 
beit geleistet haben, verfolgten den Zweck, unter Verwendung gréberer 
liere v. Fellenberg selbst nennt die geringen Organgewichte der von ihm 
é rwendeten Meerschwein¢ hen als erme Quelle moglicher Fehlergebnisse 
Betrachtungen dariiber anzustellen, an welchem Orte und fiir welche Zeit 
ne Jodspeicherung im Organismus erfolgt, wenn den in erster Linie als 
Versuchsobjekt verwendeten Kaninchen 10 y Jod pro Gramm Gewicht 
ls Jodkali mittels Schlundsonde eingegeben wird. Es hfelt sich damit 
ie experimentelle Jodzufuhr auf einer Héhe, welche, umgerechnet auf das 
utsprechende Kérpergewicht des Menschen, von diesem in der Regel 
och ohne Beschwerden vertragen wird. 


Die Untersuchungen wurden damit begonnen, daB drei weiblichen 
susgewachsenen Kaninchen Jod in der oben genannten Art und Menge 
eingegeben und die Tiere 24 Stunden spiter durch Nackenschlay 
getétet wurden. Es ergibt sich auf Grund der Analysenwerte nach der 
Fellenbergschen Methodik folgendes Bild 

Tabelle I. 


Jodgehalt im Organismus von Kaninchen 24 Stunden nach Jodgabe 
(in y-Prozenten). 





steigerung 

Mittelwert Mittelwert des Mittel 

Organ Versuchs- | Versuchs- Versuchs« - der der wertes in 

tier 1° tier 2 tier 3 Versuchs* .pmaltiere der 

tiere Normal- 

there 

Schilddriise ; 20 300 98 000 57 000 15 800 4 260 
Ovar . — oe 320 200 260 700 60 
lterus . 461 349 405 100 300 
lube ‘ ; 83 85 75 10 
es es 400 57 160 70 ; 130 
Gland. submaxill 113 23 115 65 80 
Haare 7 26 gy 13 15 30 DO 
Herz . 140 116 Is 90 20 350 
Niere . . ; 465 110 182 250 20 1 150 
Nagel . - 650 650 15 + 4200) 
Leber ‘ 365 3 19 140 i) + 1450 
Haunt - ; . 325 106 3550 1 330 4y L 14800 
Lunge 5 es tes ir 292 114 205 y + 2200 
Gehirn = ; 15 4 29 15 S 100 
Fett : 3 25 212 80 } 2 600 
Magen . bP a) ty 92 90 12.5 600 
Dinndarm ‘ - 15 15 20 | 25 
Dickdarm . - 9 q 4 + 100 
(ralle . e 3 . 362 250 Hf > 40 > 4) 
Blut. ; — 302 255 590 382 30 4+ 1170 
Blutplasma . . 295 265 630 397 40) re 900 
Blutkérperchen : 310 245 40 365 eA 4 15a 


* Versuchstier 1, wei, 1630 ¢ Gewicht, weiblich 
2, grau, 1910g e 


3 weif, 180g 
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Die Betrachtung der Tabelle lehrt, daB die Zunahme des Jod 
gehalts durchaus nicht an allen Teilen des Organismus in gleichem 
MaBe zum Ausdruck kommt. So tritt vor allem der Umstand zutag: 
daB die Jodanreicherung der Glandula thyreoidea auf verhaltnismabiy 
geringe Prozentwerte beschrankt bleibt, wenn auch andererseits in 
absoluter Zahl die Zunahme hier am starksten zum Ausdruck kommt 
Auffallend ist, daB das an sich stark jodhaltige weibliche Genital 
an der Jodgehaltsvermehrung durch Jodkalizugabe so gut wie keine: 
Anteil nimmt, vielmehr die an den Versuchstieren beobachteten Wert: 
véllig im Gebiet der Norm, fiir das Ovar sogar an der unteren Grenz 
derselben zu liegen kommen. Eine verhaltnismaBig starke Zunahm« 
weist der mittlere Jodgehaltswert auf, der noch starker als dort an der 
Leber zum Ausdruck kommt, wahrend der Wert fiir die Milz ein un 
regelmaBiges Verhalten zeigt. Auch die Tendenz zur Jodablagerung 
im Kérperfett und im Gehirn der Versuchstiere ist individuell sehr 
verschieden, so daB z. B. die fiir das erstgenannte Untersuchungs 
objekt errechneten Zahlen um 0 bis 7000°, vom Mittelwert der Norm 
abweichen. 

Am starksten an der 24 Stunden nach Jodkalizufuhr eintretenden 
Erhéhung des Jodgehalts beteiligt erscheinen naturgemaB die Ort: 
der Jodausscheidung, und zwar steht hier wieder an erster Stelle dic 
Haut, die Lunge und die Niere, wahrend der an sich schon hohe Jod 
gehaltswert der Unterkieferspeicheldriise sich an der Erhéhung auf 
fallenderweise nicht beteiligt, obwohl bei allerdings wesentlich héheren 
als den hier angewandten Jodgaben von anderer Seite (Binet u. a 
eine starke Beteiligung des Speichels an der Jodausscheidung berichtet 
wird. Von den Anhangsgebilden der Haut zeigen 24 Stunden nach det 
Jodkaliaufnahme die Haare keine, die Nigel in dem allerdings einzigen 
untersuchten Falle eine betrachtliche Jodgehaltsvermehrung. 

Im Magen findet sich zu der genannten Zeit noch ein kleiner Rest 
der Jodaufnahme, der Darm zeigt der Norm weitgehend entsprechend: 
Werte. Im Blute findet sich eine von Befunden am Menschen ab 
weichende Vermehrung des Jodgehalts, an der die Blutkérperchen 
den stirkeren Anteil haben. 

Uber die Dauer der Fahigkeit des Organismus, als Jodkalium 
verfiittertes Jod in sich zu behalten, sollte ein zweiter Versuch Auf- 
schluB geben, in welchem die Tétung der in gleicher Art vorbereiteten 
Versuchstiere erst viermal 24 Stunden nach der Jodabgabe erfolgt: 


Es fand sich, daB nach der genannten Frist das eingegebene Jo 
den Kérper bereits wieder fast véllig verlassen hat. Die Schilddriis: 
weist in einem untersuchten Falle noch einen Jodgehalt auf, der als 
verhaltnismaBig hoch zu bezeichnen ist, aber auch bei einem der unter 
suchten Normaltiere schon erreicht worden war. Ein sicher erhéhtet 
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Tabelle Il. 


Jodgehalt im Organismus von Kaninchen viermal 24 Stunden nach Jodgabe 
(in y-Prozenten). 





Ss 
Mittelwerte Mittelwerte > teiserung des 


One Memes | Vermeton | gee | maar | Hitters 
tiere Normaltiere Normaltiere 
Schilddriise ays — 30 500 30 500 15 800 + 100 
Os s+ ‘ 102 166 134 700 80 
Uterus . A 76 31.5 54 100 50 
site, 158 10S 133 75 40 
Prats See 12.5 12.5 70 80 
Gland. submaxillaris . 50 19 35 65 50 
Haare ; ; ; 5 9.5 7 30 75 
Herz . ; ; 5 125 65 20 + 220 
Niere . ; 13 730 370 20 + 1750 
Nagel . wrt y 165 57 110 15 t- 630 
Leber OG l 15,5 S 9 0 
BR a ; ; 13.5 7 9 20 
Lunge . l 70 35 9 300 
Gehirn i 45 2 S 75 
Pete . ks ‘ , -— 3 
Galle 38 15 26 40 35 
Blut 3,1 70 37 40 . 
Blutplasma 3.7 64 34 21 i 60 
Blutkorperchen 2.4 75 39 30 30 


* Versuchstier 4, grauweifs, 2000 g Gewicht, weiblich 
5, weif, 2100 g Gewicht, weiblich. 

Jodwert fand sich nur in der Lunge und in der Niere, als den Statten 
der hauptsachlichen Jodabgabe, sowie auch in der Hornsubstanz der 
Nagel, deren hoher Jodgehaltswert schon bei den Untersuchungen 
24 Stunden nach der Jodgabe aufgefallen war. Der Jodblutspiegel 
war ebenfalls wenigstens in dem einen der untersuchten Faille noch 
wesentlich héher, als dem Mittelwert der Norm entspricht. 

Zusammenfassend ist auf Grund unserer Beobachtungen wenigstens 
fiir die von uns benutzte Versuchstierart zu sagen, daB nach Zufuhr 
geringer anorganisch gebundener Jodmengen zwar eine Jodspeicherung 
allerorten im Kérper festzustellen ist, daB sich dieselbe aber ziemlich 
ungleichmaBig verteilt und sich bereits nach 24 Stunden hauptsichlich 
an Statten der Jodausscheidung bemerkbar macht, nach viermal 
24 Stunden aber der Jodiiberschu8 den Organismus wieder so gut wie 
vollkommen verlassen hat. Ein praktischer Wert dieser FeststeUlung 
diirfte darin beruhen, daB sie uns einen Hinweis fiir die Notwendigkeit 
gibt, zur Deckung eines Joddefizits im Organismus zugefiihrtes Jod 
sofern es sich wenigstens um anorganische Bindungsformen handelt 
nicht in mehrtagigen Intervallen, sondern zweckmabig in fortlaufend 


taglicher Applikation zu verabreichen. 
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XTV. Mitteilung: 


Die Beeinflussung des Jodblutspiegels durch einmalige Zufubr 
anorganisch gebundenen Jods. 


Von 


E. Maurer und H. Duerue. 
(Aus dem Laboratorium der Universitats-Kinderpoliklinik Miinchen.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1928.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchungen, von deren Ergebnissen in den vorstehenden 
Mitteilungen berichtet worden war, hatten gezeigt, da der Jodgehalt 
im tierischen Organismus durch einmalige perorale Zufuhr relatiy 
geringer Jodmengen (10y Jod als Jodkali pro Gramm Gewicht des 
Versuchstieres) fiir den Augenblick betrachtlich gesteigert wird, dab 
jedoch von einer linger dauernden Festhaltung des Uberschusses im 
Kérperbestande nicht die Rede sein kann. Im Gegensatz zum Ver 
halten der Organe fanden sich im Blute der zur Untersuchung ver 
wendeten Kaninchen regelmaBig nach 24 Stunden, zum Teil auc! 
noch viermal 24 Stunden nach der Jodgabe sehr erheblich gesteigert« 
Werte des prozentualen Jodvorkommens. Da auch mit andersartigen 
Jodverbindungen durchgefiithrte Experimente ahnliche Ergebnisse 
brachten, schien es am Platze, dem Ablauf der Jodblutkurve nach ein 
maliger Zufuhr geringer Mengen anorganisch gebundenen Jods it 
seinen Einzelheiten zu untersuchen. 

Dab Jod auch unter normalen Lebensverhaltnissen stets im Blut« 
gegenwartig ist, war bis vor kurzer Zeit iiberhaupt noch nicht allgemein 
zugestanden worden. 


Noch 1914 und damit lange Zeit nach der Feststellung eines rege! 


maéBigen Jodvorkommens in inneren Organen (Jodnachweis in der Gland 
thyreoidea 1895 durch Baumann) vertraten Blum und Griitzner die Ansicht. 
daB ein Vorkommen von Jod im Blute als pathologisch zu werten sei 
Ihrer Meinung traten in der Folge Gley und Bourcet, Kendall und Richard 
son u. a. entgegen, die bei Anwendung einer hinreichenden exakten Unte: 


suchungsmethodik den Nachweis des regelmaBigen Vorkommens von Jo 


Vi 
31 


hie 


de 
Bl 
da 
de 
de 


Vik 








KE. Maurer u. H. Duecrue: Jod als biogenes Element. XIV. B65 


Blute erbrachten. Es fand sich, daB ahnlich wie der Jodgehalt der Gland. 
yreoidea (Kendall) auch derjenige des Blutes jahreszeitlichen Schwankungen 

terworten ist, indem sich im Winter ein mittlerer Jodgehalt desselben 

n nur 8 y-°4, im Sommer ein solcher von 13 y-°, feststellen laBt (Veil 

d Sturm, Kendall). Auch Erhéhungen des Blutjodspiegels zur Zeit der 
Menstruation und am Ende der Craviditaét konnten festgestellt und mit 
Wahrscheinlichkeit als im Zusammenhang mit der gleichzeitig erfolgenden 
\lassenzunahme des Schilddriisengewebes stehend gedeutet werden (Maure r) 
Veil und Sturm haben ferner gezeigt, daB es durch Reizwirkung auf das 
egetative Nervensystem gelingt, die Héhe des Blutjodgehaltes zu beein 
ussen. Von den gleichen Autoren wurden jodanalytische Untersuchungen 
m Blhute von Menschen vorgenommen, denen 0,5 mg anorganisch gebundenes 
lod in einmaliger Gabe morgens niichtern verabreicht worden war. Es 
eigte sich, daB der Jodgehalt des menschlichen Blutes unter dieser Mali 
ahme in raschem Verlauf bis zu 1300 y-°4 ansteigt, dann aber innerhalb 
24 Stunden regelmaBig wieder zur Norm absinkt. Zu ahnlichen Resultaten 
kam Wottschall, der bei einmaliger peroraler Gabe von 1,5 g Jodkali am 
Menschen ebenfalls ein Verschwinden des erhéhten Jodgehaltes aus dem 
Blute innerhalb Tagesfrist beobachten konnte. 


Figene Untersuchungen haben uns diese Ergebnisse bestatigt und 
vezeigt, daB der Jodblutgehalt bei wesentlich geringeren und damit 
den physiologischen Grenzen des Jodstoffwechsels starker angendiherten 
Jodgaben (0,2 g Jodkali insgesamt auf einmal, also rund 3y Jod pro 
Gramm des mittleren Kérpergewichts) am Menschen bereits nach 
24 Stunden mit Regelmabigkeit wieder zu normalen Wertén zuriick- 
kehrt. Zur eingehenden Nachpriifung des damit erkannten Unterschiedes 
im Verhalten des Blutes vom Menschen und vom Versuchstier (Kanin 
chen) beziiglich seiner Fahigkeit zur Jodretention wurde die Jod 
blutkurve unter Mitarbeit der Herren cand. med. Dotscheff und 
Tritschkoff auch an gréBeren Tieren der Gruppe der Herbivoren einer 
Betrachtung unterzogen. Auch hier erfdlgte die Verabreichung des 
Jods ahnlich wie am Menschen in der Art, daB dem Versuchsobjekt 
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es kamen nur erwachsene weibliche Tiere 
zur Verwendung jeweils 3y Jod pro 
Gramm Lebendgewicht in Form von 
Jodkali nach zwélfstiindiger Hungerpause 
in Wasser gelést per os eingegeben 
wurde. Es fand sich, daB in der Tat auch 
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hier grundsatzliche und sehr erhebliche 


Unterschiede gegeniiber dem Verhalten 





der Jodbindungskurve im menschlichen 
Blute bestehen. Der Unterschied kommt 
dabei nicht so sehr in der maximalen Héhe 
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Abb. I 


der Jodanreicherung des Blutes und in 
dem Zeitpunkte, an welchem dieselbe erreicht war, zum Ausdruck als 
vielmehr darin, daB beim Schafe ein um ein Vielfaches langerer Zeit - 
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raum als beim Menschen verstreicht, bis der Jodblutgehalt wieder z 
Norm zuriickgekehrt ist. Die Betrachtung des Kurvenverlaufs i 
Schafblut 14Bt neben der Feststellung eines Unterschieds der Zeitdaue 

















' 
\ ies 
Hi) + + — + + 4 + + 
\ 
ii il 
i i] | 
ty } + + 3004+ + + + 
it | 11 
i} 
ra H 
t + +— 201 + + 
A \ | Cee \\ | 
1\ \ ll 1 \ 
| =- 
“ _ + =—t= JAMS + + + 
y Vi ees" SKN 
, 7. 
i ies at 
i me f 3 
G3 & § 2 78 Yr 2e23s &@ § CF &BG Wt 2 
<— Stunden Tage—> 
Abb. 2. 


Kurve der Jodspeicherung im Blute eines Schates 


- Vor operativer Entfernung des Hauptteiles der Schilddriise 
Nach operativer Entfernung des Hauptteiles der Schilddriise 


bis zur Riickkehr auf Normalwerte ferner erkennen, dab die Absenkung 
des Jodgehalts in der Regel nicht in einheitlichem Zuge erfolgt. Es 
zeigt sich, daB nach anfinglich raschem Riickgang des Jodblutgehalts 
etwa im Laufe des dritten Versuchstages eine nochmalige Anreicherung 
des Blutes mit Jod erfolgt, welche zum Teil direkt in einem neuer 
Ansteigen der Werte zum Ausdruck kommt,*zum Teil wenigstens den 
Jodgehalt nach einem in dieser Zeit gelegenen Stillstand nur mehr 
langsam weiterhin absinken laBt. Vielleicht deutet diese Beobachtung 
darauf hin, daB die Héhe des Jodblutspiegels nicht allein durc! 
die Menge des aus dem Verdauungstrakt in den Kreislauf tibet 
tretenden Jods bedingt wird, sondern weiterhin auch davon ab 
hingig ist, in welchem Mabe wihrend der nachstfolgenden Zeit das 
im Uberschu8 aufgenommene Jod von den Organen wieder frei 
gegeben wird. 

Beziiglich der Kurve des Jodblutgehalts nach intramuskulare: 
EKinverleibung des Minerals wurde festgestellt, daB der Ablauf derselben 
mit derjenigen nach peroraler Gabe weitgehende Ubereinstimmung 
aufweist. 

Die Art der Verteilung des im Blute kreisenden Jods auf Biut 
plasma und Blutkérperchen entspricht der Norm insofern, als analog 
den Verhaltnissen beim Normaltier auch nach experimentelle: 
Jodzufuhr in der Regel der Jodgehalt in ersterem Substrat eb 


héherer ist. 
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Jodgehalt im Blute (in y-Prozenten). 





Normal 24 Std. nach Jodgabe 


Beim Schaf. 


Blutplasma 4,2 128,0 

Blutkérperchen a ee te 3,1 95,0 

Hoher in ersterem Substrat . . + 35 %, + 35° 
Beim Kaninchen. 

Blutplasma_. ea Pig 10,0 265,00 

Blutkérperchen. . . — 8,9 245.0 

Hoher in ersterem Substrat + 25° + 10° 


Von Interesse erschien es nunmehr, auch festzustellen, ob und in 
welchem Mabe die Kurve der Jodretention im Blute des Versuchstieres 
eine Abhangigkeit vom Funktionszustande der Glandula thyreoidea 
erkennen laBt. Zur Priifung dieser Frage wurde an zwei Schafen die 
Schilddriise bis auf einen kleinen Rest (Gewicht des entnommenen 
Organteiles: 2,56 bzw. 3,58 g, des belassenen Restes: 0,13 bzw. 0,27 g) 
auf operativem Wege entfernt und den Tieren 14 Tage spater wiederum, 
wie friiher beschrieben, Jod verfiittert. Das Ergebnis der Versuches 
zeigt, daB Art und Dauer der Jodretention im Blute durch dieses Ver- 
fahren offenbar keine grundsatzliche Verainderung erfaihrt, wenn auch 
gewisse Unterschiede im Verlauf der Jodblutkurve gegeniiber der 
Norm beim gleichen Tiere zutage treten. So schien vor allem 
die Abminderung des Jodgehalts in den spiteren Versuchstagen 
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Abb. 3 
Kurve der Jodspeicherung im Blute normaler Schate 


Nach peroraler Zutuhr von je 37 Jod als Jodkali pro g Lebendgewicht der Versuchstiere 
—— Nach intramuskularer Zufuhr von je 37 Jod als Jodkali pro g Lebendgewicht der Versuchstiere 
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bei emem des Hauptteiles seiner Schilddriise beraubten Tiere rasche: 
als gewOhnlich vor sich zu gehen. Man ist indessen wohl nicht b 
rechtigt. aus dieser Beobachtung grundsatzliche Schliisse zu ziehen 
da auch in zwei kurz aufeinanderfolgenden Perioden vorgenommen: 
Priifungen am gleichen Tiere keine iibereinstimmende Ergebniss: 
brachten. Die restlose operative Entfernung des Schilddriisenorgans 
an einem weiteren Versuchstier fiihrte tiberraschenderweise zu keinem 
anderen Ergebnis, als es bei dem vorstehend beschriebenen Experiment 
der Fall war; auch hier blieb die Jodblutkurve derjenigen beim gleichen 
nicht vorbehandelten Tiere abnlich. 


Jodgehalt (in y-Prozentwerten) im Organismus von Schafen bei ver 
schiedenem Funktionszustande der Schilddriise. 





Versuchss Versuchss Versuchs- Versuchss Versuchss Versuchs- 


tier 1 tier 2 tier 3 tier 4 tier 5 tier 6 
Haut , 4.6 2.6 2.4 170 324 435 
Haare 2 0 165 13 27 22) 2s 
Klauen re 67 3.1 4.5 168 310 490 
Fett. 0 5,0 53 46 4.0 
Submaxillaris  . 3.0 590 550 2150 51 
Herz 44 1,2 126 17 2,1 5,0 
eee 172 2.0 43 40 3.4 4.6 
Milz . : - 1,2 D1 83 3.7 2.6 
Niere 5.4 4.3 265 74 120 2.6 
Lunge ‘ 34 0,7 170 215 67 270 
Gehirn ; : 10.8 9.0 27 13 2.8 1,2 
Kleinhirn — 45 3.0 29 L106 4,8 90 
Thyreoidea . . 190000 70 000 34 400 30 000 60 000 
Nebenniere . . 51 (eS 85 _ 83 38 
Pankreas 7,0 0,7 875 30 40 3,7 
Ovar .. ; 116 5,4 2 950 22 68.0 142 
lube 2,4 48 97 215 52 
Uterus . 10.8 1.3 160 560 65 210 
SE gas ad 3.7 1.1 116 174 128 210 
Blut (Schaf). . 4,1 1.5 128 200) 146 181 
Blut (Kaninchea } 3.1 0.7 95 12 91 300 


Versuchstier 1: normal 


, 
n 3: 24b vor der Tétung 3; Jod per os eingegeben. Schilddriise unbeeinfluft 
4) 24h vor der Tétung | 
5; 37 Jod per os eins | 
6) gegeben } Schilddriise total entfernt. 


Schilddrise bis auf kleinen Rest entfernt 


Im auffallenden Gegensatz zu diesem Befunde steht das Ergebnis 
der jodanalytischen Untersuchung in den Organen des schilddriisenlos 
gemachten Tieres 24 Stunden nach einmaliger Gabe von wiederum 
3y Jod pro Gramm Lebendgewicht. Ahnlich wie in den frither be 
schriebenen Studien der Jodspeicherung im Organismus von Kaninchen 
gingen wir wiederum von der Betrachtung des prozentualen Jodgehalts 
in den einzelnen Teilen des Organismus zweier Normaltiere aus. Auch 
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n diesem Faille ergab es sich, daB die Werte des Jodvorkommens in 
sehr erheblichem MaBe variieren und daB auch die Verteilung des Jods 
innerhalb des Tierkérpers nicht immer die gleiche ist. So fand sich in 
dem ersten untersuchten Falle in der Leber, im zweiten Falle in der 
Wolle ein besonders hoher Jodwert, welchem dann beide Male als 
nichstniedriger derjenige des Ovars folgte. Dasselbe nimmt also auch 
hier wieder jene eigenartige Stellung ein, auf welche schon bei der 
Besprechung des Jodvorkommens im Organismus des Menschen und 
des Kaninchens hingewiesen wurde. Der Jodgehalt in der Glandula 
thyreoidea war in beiden Fallen ein sehr hoher. Im Kérper eines 
Schafes, dem 24 Stunden vor der Tétung bei unversehrter Schilddriise 
die in unseren Experimenten tibliche Dosis Jod (3 y pro Gramm) per os 
eingegeben worden war, fand sich erwartungsgemaB eine starke Jod- 
anreicherung, welche in diesem Falle im Eierstock sehr betrichtlich 
erscheint, die Glandula thyreoidea dagegen offenbar nicht oder in 
verhaltnismaBig geringem MaBe beteiligt. Auffallend ist die starke 
Erhéhung des Jodgehaltwertes in der Glandula submaxillaris, die 
wohl mit der Ausscheidung des Jodiiberschusses durch den Speichel 
in Zusammenhang gebracht werden darf. Bei den zwei Tieren, welchen 
nach dem friiher Gesagten ein groBer Teil der Schilddriise operativ 
entfernt worden war, fanden sich nach der Jodgabe in den belassenen 
Resten der Schilddriise ebenfalls Werte, welche sich dext an Normal- 
tieren beobachteten zum mindesten weitgehend nahern. In bezug auf 
die Speicherungsfahigkeit fir Jod in inneren Organen ergab sich ein 
sehr unterschiedliches Verhalten, indem bei dem einen der Versuchstiere 
(Nr.4 der Tabelle) eine Jodanreicherung festzustellen war, welche 
ahnlich wie diejenige des Blutes sich nicht von den 'Vorgangen im 
Normalorganismus nach entsprechender Jodzufuhr unterschied. Da- 
gegen wiesen, ihnlich wie bei Versuchstier Nr. 5 und 6, die untersuchten 
Teile der 4uBeren Kérperbedeckung (Haut, Wolle, Klauen) und auch 
die Lunge sehr hohe Jodgehaltszahlen auf. Wahrend bei dem genannten 
Versuchstier Nr. 4 die inneren Organe ihr Vermégen zur Jodspeicherung 
noch behielten, war dies beim anderen gleichartig vorbehandelten 
Versuchstier Nr. 5 nicht der Fall; hier fanden sich in Herz, Leber, 
Milz, Gebirn lediglich Werte ahnlicher Héhe wie am Normaltier ohne 
Jodzugabe, eine Beobachtung, welche sich in gleicher Weise bei Tier 
Nr. 6 wiederholt, dem das gesamte Schilddriisengewebe operativ ent- 
fernt worden war. 

Das unterschiedliche Verhalten der Jodspeicherungsfahigkeit bei 
den in iibereinstimmender Art vorbehandelten Tieren Nr.4 und 5 
kann nicht geklart werden, da vor allem die Reststiicke der Glan- 
dula thyreoidea, um die chemische Analyse des Jodgehalts zu ermég- 
lichen, nicht histologisch untersucht wurden. Vielleicht ist anzunehmen, 
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daB das belassene Schilddriisenteilchen bei Tier Nr. 4 aus irgend einem 
Grunde, etwa infolge mangelhafter Blutversorgung, nicht mehr vol! 
funktionsfahig geblieben war. Die Tatsache einer Unfihigkeit der 
inneren Organe zur Jodspeicherung nach Ausschaltung der Thyreoidea 
auf welche Fukushima schon friiher hingewiesen hat, erscheint mehr 
noch wie als Bestatigung dieser interessanten Angabe in unserem Zu- 
sammenhang ans anderem Grunde von Wichtigkeit: Ergibt sich doch 
aus der Gegeniiberstellung unserer Befunde im Blute und in den Organen 
der gleichen Tiere, daB durch Ausschaltung der Schilddriisenfunktion 
zwar die Organe die Fal igkeit verlieren, Jod wie sonst zu speichern, dab 
jedoch die Kérpersafte im Gegensatz dazu beziiglich AusmaB und Dauer 
der Jodretention einer solchen Aktivierung durch das Schilddriisen- 
jnkret nicht bediirfen. 


Dre Befund einer solchen Unabhangigkeit des Jodblutkreislaufs 
von der Tatigkeit der Thyreoidea steht freilich scheinbar im Gegensatz 
zu der durch einen von uns (Maurer) mitgeteilten Feststellung, dab 
gegen Ende der Schwangerschaft, wenn auch die Schilddriise Anzeichen 
einer vermehiten Tatigkeit aufzuweisen pflegt, der Jodgehalt des 
Blutes eine regelmaBige und erhebliche Erhéhung zeigt. In unseren 
Untersuchungen hat sich ergeben, daB in den beiden Tieren, deren 
innere Organe sonst nicht mehr Jod gespeichert hatten, doch saémtliche 
Teile des Genitaltrakts (Uterus, Tube, Ovar) — daneben allerdings 
bis zu gewissem Grade vielleicht auch andere innersekretorische Organe 
(Pankreas, Nebenniere) — Jod inreichlicher Menge enthielten. Méglicher- 
weise deutet diese auffallende Unabhingigkeit der Genitalien vom 
Funktionszustande der Thyreoidea darauf hin, daB jene Erhéhung 
des Jodblutspiegels zu Zeiten besonderer biologischer Leistungen des 
weiblichen Organismus zwar wohl auf dem Wege iiber die Schilddriise, 
letzten Endes aber auf Grund einer regulatorischen Tatigkeit der tiber- 
geordneten Geschlechtsdriise vor sich geht. Der Versuch einer experimen- 
tellen Erforschung solcher Zusammenhange ist im Gange. 


Zusammenfassend kann zur Frage nach Héhe und Dauer der Jod- 
retention im Blute gesagt werden, daB die Fahigkeit des Organismus, Jod 
im Blutkreislauf festzuhalten, eine nicht tiberall gleiche ist, indem sich 
beim Menschen regelmaBig bereits nach 24 Stunden eine Riickkehr 
der Werte zur Norm findet, wahrend beim Kaninchen und beim Schafe 
nach der gleichen Zeitspanne der Jodblutwert stets noch stark erhéht 
bleibt, nach eingehender Untersuchung bei Jetzterer Tierart erst nach 
Verlauf von 6 bis 11 Tagen seinen Uberschu8 wieder véllig ausgeglichen 
hat. Der Versuch, durch teilweise oder ginzliche Ausschaltung der 
Glandula thyreoidea den Ablauf der Jodblutkurve zu_beeinflussen, 
blieb erfolglos. Die Fahigkeit zur Bindung aufgenommenen Jods diirfte 
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sich somit fiir diesen Fall im Gegensatz.zum Verhalten innerer 
Qrgane — in keiner Abhangigkeit vom Funktionszustande der Glandula 


vreoidea befinden. 
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Untersuchungen iiber die 
biologische Bedeutung katalytischer Schwermetallwirkungen. 


Ill. Mitteilung , ; 
fiber die biologischen Wirkungen des Wiesha ner Thermalwassers. 


Von 
Karl Harpuder. 


(Aus dem stédtischen Forschungsinstitut fiir baa ‘unde und Stoffwechse, 
Wiesbaden.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1928.). 


Seitdem von Glénard die Eigenschaft des Quellwassers von Vichy 
Wasserstoffsuperoxyd zu zersetzen, gefunden worden ist, hat sich den 
katalytischen Reaktionen der Mineralwasser lebhaftes Interesse zu- 
gewendet. Am Wiesbadener Thermalwasser hat jiingst L. Fresenius' 
mit seinen Mitarbeitern gezeigt, daB seine katalytischen Eigenschaften 
die Fahigkeit, Wasserstoffsuperoxyd zu zerlegen und die Benzidin- 
reaktion zu geben — auf seinem Gehalt an Ferro- und Manganoionen 
beruhen und der mit dem Altern des Wassers verbundene Verlust diese: 
Eigenschaften auf die Oxydation und den Ausfall dieser Schwermetall- 
bestandteile zuriickzufiihren ist. Die Annahme besonderer magnetischer 
Fahigkeiten oder einer sonstigen Aktivitdt der Metalle eriibrigt sich, dic 
genannten katalytischen Reaktionen sind mit Ferro- und Mangano- 
salzen bei geeigneten Léslichkeitsbedingungen — namentlich geeigneter 
[H'] — ohne Schwierigkeiten zu reproduzieren. Auf der anderen Seite 
ist namentlich durch die Untersuchungen der Warburgschen Schule 
in den letzten Jahren eindringlich gezeigt worden, welche wichtige 
Rolle den Schwermetallionen, namentlich dem Eisen, im Organismus 
zukommt, wenn sie in reaktionsfahiger Form vorliegen. 

Es interessierte uns daher die Frage, ob katalytisch wirksames 
Eisen und andere Schwermetalle kiinstlich an ein biologisches Milieu 
gebracht, dort die katalytischen Eigenschaften weiter auBern und in 
welchen Formen dies geschieht. DaB Eisensalze fiir die lebende Zell: 


1 Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 160, 273; 166, 99, 1927. 
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iicht indifferent sind, ist langst bekannt!. Mit dem Einflu8 von Eisen 
ind Mangansalzen auf die Fermente haben wir uns in der letzten Zeit 
selbst beschaftigt. Doch ist es in den genannten Fallen nicht klar, ob 
eine Ubertragung der katalytischen Wirkung auf das Substrat die 
wesentliche Rolle spielt. Die Méglichkeit einer solchen geht daraus 
nervor, daB aus Eisensalzen und kolloiden Lésungen, wie Gummi 
irabikum, oxydaseartige Systeme hergestellt werden kénnen? 

Da wir im Wiesbadener Thermalwasser eine natiirliche Salzlésung 
mit katalytisch wirksamen Schwermetallbestandteilen zur Verfiigung 
haben und da andererseits die Aussicht bestand, durch die Unter- 
suchungen weitere A ‘schliisse tiber die Wirkungsméglichkeiten des 
Thermalwassers zu er a'ten, wurde dieses zu den folgenden Versuchen 
verwendet, und zwar ‘~wubachtete ich zuerst das Verhalien von Serum 
bei Zusatz von Thern ‘wasser. 


Da sich eine dir Vermengung des Serums mit dem Thermalwasse1 
wegen der Verdiinnu a. unzweckmaéBig erwies, wurde ein Liter Quell 
wasser 24 oder 48° nden im Eisschrank gegen 10 ccm Rinderserum 
dialysiert. Die Diai vollzog sich unter LuftabschluB in einer CO,-Atmo- 


sphire. Das Therinelwasser zeigte daher wahrend der Versuchsdauer keine 
\usfallungen und blieb katalytisch wirksam. Als Dialysiersiickchen wurden 
Diffusionshiilsen vor. Schleicher und Schill verwendet, die jedesmal gepriift 
und ausgekocht wurden. Das Thermalwasser entstammte der Schiitzenhof- 
quelle, die eine Gefrierpunktsdepression von 0,38°, einen NaCl-Gehalt von 
0.51%, an Eisen 1,05 mg, an Mangan 0,3 mg im Liter besitzt. 

Das durch Dialyse praparierte Serum wurde gepriift auf Peroxydase- 
reaktion, Oxydasereaktionen, Katalasereaktion und die Reduktion von 
Methylenblau und der Ausfall der Proben verglichen gegen solche mit 
Serum des gleichen Tieres, das entsprechende Zeit im Eisschrank ohne 
Dialyse gestanden hatte oder gegen Ringerlésung dialysiert worden 
war; die Dialyse gegen Ringer veranderte das Serum fiir unsere Zwecke 
nicht in erkennbarer Weise. 

Als Proben wurden verwendet : 1. die Benzidinreaktion mit Wasser- 
stoffsuperoxyd; 2. die Oxydation von Benzidin ohne Wasserstoff- 
superoxyd; 3. die Indophenolblausynthese; 4. die Dopaoxydation; 
5. die Reduktion von Methylenblau bei Anwesenheit von Acetaldehyd. 


1. Benzidinreaktion bei Wasserstoffsuperoxydgegenwart. 


Es gelang in keinem Falle, trotz gréBter Sorgfalt bei der Blut- 
entnahme, Serum zu gewinnen, das nicht von vornherein die Bildung 
von Benzidinblau aus Benzidin und H,O, gab, auch wenn Hamolyse 
nicht erkennbar war. Daher war es nétig, die Intensitaét der Benzidin- 


1 Z. B. Warburg, Zeitschr. f. phys. Chem. 92, 231, 1914; Harpuder, 
diese Zeitschr. 183, 58, 1927. 


2 Siehe Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 1926, 8. 704. 
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blauung im dialysierten und unbehandelten Serum zu_ vergleichen 
wofiir sich eine etwa zehnfache Verdiinnung und die Einhaltung kon 
stanter [H’] als erforderlich erwies. Um ein MaB fiir die Starke de: 
Peroxydkatalyse zu gewinnen, wurde nicht nur die Intensitét der 
Blauung geschitzt, sondern auch diejenige Serumverdiinnung fest 
gestellt, die eben noch eine einwandfreie Benzidinreaktion ergab. Im 
allgemeinen wurden zunichst 0,lcem Serum mit leem Standard 
acetat nach Michaelis, 0,5cem gesittigter alkoholischer Benzidin 
lésung und 0,l ccm 0,2°%iger Wasserstoffsuperoxyd gemischt. Di: 
Reaktion des Standardacetat-Serumgemisches betrug um py 4,5. 
Unter diesen Versuchsbedingungen lieB sich regelmaBig ein 
Verstarkung der Benzidinblauung im dialysierten Serum nachweisen 
Serumverdiinnungen des letzteren ergaben noch blaugriine Farbungen 
waihrend die Kontrollen nur mehr hellgriin waren. Diese verstirkte 
Peroxydkatalyse lieB sich auch noch nachweisen, wenn das Serum 
24 bis 48 Stunden bei Luftzutritt im Eisschrank gestanden hatte 
Unter den gleichen Bedingungen fallt im Thermalwasser Eisen und 
Mangan aus und die katalytischen Eigenschaften gehen verloren. Die 
katalytisch wirksamen Schwermetallbestandteile erfahren im Serum 
eine Stabilisierung, und zwar nicht nur in der Hinsicht, daB sie in 
Lésung bleiben, sondern auch mindestens teilweise gegeniiber der 
Uberfiihrung in unwirksame Oxyde durch den Luftsauerstoff, ein 
Vorgang, der nicht ohne weiteres chemisch erklarbar ist. Die katalytisch 
wirksamen Bestandteile sind nach ihrer Aufnahme im Serum thermo 
stabil, die Reaktion wird durch Kochen des Serums nicht verhindert 


2. Oxydation von Benzidin ohne Wasserstoffsuperoxyd. 


Es ist bekannt, daB im Serum Oxydasen vorkommen kénnen 
welche Benzidinlésung ohne Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd 
blauen, und man nimmt an, daB es sich um Stoffe handelt, welche den 
Leucocyten entstammen. Wir haben eine groBe Reihe von Seren in 
dieser Richtung gepriift und gefunden, daB betrachtliche Schwankungen 
von Individuum zu Individuum vorhanden sind. Manche Sera geben 
iiberhaupt keine Reaktion, manche werden griinlich, wenige ausge- 
sprochen blaugriin. Die Reaktion tritt allmahlich im Laufe einer Stunde 
auf und verstarkt sich dann nicht mehr. Sie ist thermostabil, wird 
durch Kochen nicht verhindert, und dadurch ist es von vornherein 
unwahrscheinlich, daB es sich um einen Fermentvorgang handelt 
Vielmehr dirfte, wie bei der Benzidinbliuung mit H,O,, eine einfache 
Schwermetallwirkung vorliegen. Die Benzidinoxydation mit Hilfe 
des Luftsauerstoffs ist in dem gegen Thermalwasser dialysierten Serum 
erheblich und regelmaBig verstarkt und auch dann nachweisbar, wenn 
das Kontrollserum keine Reaktion gibt. Sie ist auch nach 24stiindigem 




















Biologische Bedeutung katalytischer Schwermetallwirkungen. IIT. 375 


ind 48stiindigem Stehen des Serums im Eisschrank bei Luftzutritt 
ioch vorhanden und gegen Erhitzen unempfindlich. Wie L. Fresenius 
yezeigt hat, diirfte sie auf der gleichzeitigen Anwesenheit von Ferri- 
neben Ferroion beruhen. Fiir jeden Ansatz verwendeten wir 0,5 cem 
Serum, das mit 1 ccm Standardacetatlésung nach Michaelis und 0,5 ccm 
gesattigter alkoholischer Benzidinlésung gemischt und unter éfterem 
Umschiitteln eine Stunde bei Zimmertemperatur an der Luft stehen- 
gelassen wurde. Das pq betrug um 4.5. 


3. Indophenolblausynthese. 


Die Indophenolblausynthese wurde in iiblicher Weise mit dem 
Nadireagens geprift (m/150 a-Naphthol und Paraphenylendiamin, 
0.17% NaHCQO,). % ccm Serum wurde mit 1 cem 5°,iger Lésung von 
doppeltkohlensaurem Natron versetzt und die Reaktion dadurch auf 
etwa pu 7,8 bis 8,0 gebracht. Hierzu kamen dann 5 ccm Nadireagens 
Die Mischung blieb eine Stunde im Becherglas an der Luft stehen, 
alsdann wurden 10 ccm 95 *Liger. Alkohols zugesetzt und ausgeschleudert 
Die obenstehende Fliissigkeit wurde zur Kolorimetrie verwendet 
Von den verschiedenen Ansitzen wurde der am starksten gefarbte in 
den Keil des Authenrietschen Kolorimeters gebracht und die tibrigen 
Lésungen dagegen verglichen. SchlieBlich wurden alle Werte eines 
Versuchs so umgerechnet, daB derjenige des nicht dialysierten Serums 
= 100 gesetzt wurde. Es ist klar. daB es sich bei diesen kolorimetrischen 
Bestimmungen nicht um quantitative Abmessungen, sondern um 
ziemlich grobe Schitzungen handelt. Zunéachst zeigte es sich, dab 
das Thermalwasser selbst eine verhaltnismaBig starke Indophenolblau- 
synthese bewirkt, die etwa 180°, des normalen Serumwertes betriigt. 
Im dialysierten Serum bemiBt sich die Farbstoffbildung auf 120 bis 
150%, bei 24stiindiger Dialyse bzw. 140 bis 160°, bei 48stiindiger 
Dialyse, bezogen auf den Wert des unbehandelten Kontrollserums. 
Die Indophenolblausynthese des dialysierten Serums wird weder durch 
1 bis 2 Tage langes Stehen im Eisschrank, noch durch Erhitzen zerstért. 


4. Dopareaktion. 


Die Oxydation des Dioxyphenylalanins wurde urspriinglich als 
ein spezifisch-fermentativer Vorgang, die Wirkung einer Dopaoxydase, 
betrachtet. Es ist aber kein Zweifel, daB es sich bei dieser Reaktion im 
Serum um eine einfache Schwermetallkatalyse handelt, ebenso wie bei 
den vorher verzeichneten katalytischen Effekten. Dementsprechend 
schwiarzt sich Dioxyphenylalanin bei geeignetem pg (etwa 8,5 bis 8,7) 
auch in reinem Thermalwasser. Fiir die Serumversuche wurden 0,5 cem 
Serum mit leem 5 °%,iger NaHCO,-Lésung und 0.2ccm 5°/o9 iger Dopa- 


25* 
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lésung gemischt und unter 6fterem Umschiitteln an der Luft stehe) 
gelassen. Es zeigte sich, daB sich das dialysierte Serum schneller wy 
starker zundchst braunt, dann schwarzlich farbt, als das unbehandelt: 
LaBt man geniigend lange stehen, etwa 12 Stunden, so erreicht aller 
dings die Kontrolle annihernd die gleiche Farbintensitét wie da 
dialysierte Serum. Schatzt man die Beschleunigung der Dopaoxydatio, 
zeitlich ab, so ergibt sich, daB Farbstarken, die im dialysierten Serun 


nach einer Stunde vorhanden sind, im unbehandelten nach 2 bi 
21, Stunden erreicht werden. Auch die verstarkte Dopaoxydatio) 


ist im dialysierten Serum noch langere Zeit nach dem Stehen an dey 
Luft, 24 bis 48 Stunden, unveraindert vorhanden. Eine Umwandlung 
von Tyrosin in eine gefirbte Oxyvdationsstufe ist nicht nachweisbar 


5. Katalasewirkung. 

Wahrend das dialysierte Serum also regelmaBig eine Steigerung 
der katalytischen Oxydationsvorgange gegeniiber dem unbehandelten 
Serum aufweist, ist in ihm eine vermehrte Zersetzung von H,O, nicht 
riachzuweisen, im Gegenteil, die Katalasewirkung des Serums aller 
dings von vornherein gering ist gehemmt. Ebenso verhalt sich eine 
Auflésung roter Blutkérperchen, die gegen Thermalwasser dialysiert 
ist. Z. B. wurde eine Lésung von Rinderblutkérperchen durch Ver 
diinnung mit destilliertem Wasser im Verhaltnis | : 10 hergestellt und 
10 cem hiervon in der oben beschriebenen Weise gegen Thermalwasser 
dialysiert. 1 ccm der Auflésung wurden mit 4 ccm m/3 Phosphatpuffer 
pu 6,8, 25ccm Wasser und 20 ccm 0,2°,igerh H,O, unter Eiskiihlung 
gemischt. Nach 10 Minuten wurde mit 5ccm 10°(iger Schwefelsiure 
unterbrochen und 10 ccm des Gemisches mit n/10 Kaliumpermanganat 
lésung titriert. Es ergab sich fiir den Leerversuch ein Verbrauch von 
7.5 ccm, fiir die dialysierte, Auflésung von 2,3 ccm, fiir die nicht dialysierte 
Kontrolle 1,5ccem Permanganat. Ahnliche Resultate wurden auch 
erhalten, als die Blutkérperchenlésung zur Reinigung der Katalase 
durch wiederholtes Schiitteln mit Chloroform ausgefallt' und dann 
der Dialyse unterworfen wurden. 


6. Methylenblaureduktion. 


Das dialysierte und unbehandelte Serum wurde durch Zusatz 
von 5% iger Natriumbicarbonatlésung auf die Reaktion py 7,7 bis 7.9 
gebracht, auf gleiches Volumen aufgefiillt und nun 1 cem mit 0,5 cem 
m/1000 Methylenblaulésung und 0.2ccem m Acetaldehyd gemischt 
dick mit fliissigem Paraffin tiberschichtet, in ein Wasserbad von 60° 
gesetzt und bestimmt, nach welcher Zeit véllige Entfarbung des 


1 Tsuchihashi, diese Zeitschr. 140, 63. 1923. 
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Methylenblaus eintritt Es zeigte sich regelmabig eine erhebliche 
Hemmung der Methylenblaureduktion im dialysierten Serum Im 


Normalserum tritt die Entfarbung unter den gleichen Bedingungen 
ach 15 bis 25 Minuten. im dialysierten nach 25 bis 50 Minuten ein. 
Durch Aufkochen wird die Methylenblaureduktion vollstandig unter- 
srochen. 

Aus dem Gesagten geht hervor, dab katalytisch wirksame Best and- 
eile des Thermalwassers bei der Dialyse in das Serum tibertreten und 
lort auch bei Jangerem Stehen an der Luft wirksam bleiben, im Gegen- 
satz zum Verhalten im Thermalwasser selbst. Da als Trager der katalyti- 
schen Wirkungen nur Eisen und Mangansalze in Frage kommen, war 
von Interesse, ob sich der Eisengehalt des Serums durch die Dialyse 
n analytisch nachweisbarer Menge erhdéht Das ist tatsachlich der 
Fall. In unbehandelten Seren fanden sich nach der kolorimetrischen 
Methode von Lorber 1.31, 1,18, 0.93 mg Fe, die korrespondierenden 
Werte im dialysierten Serum waren 1,85, 1,87, 1.82 mg Fe pro 1 ccm 

DaB die Anwesenheit von Eisen im Serum an sich ohne die Annahme 
irgendwelcher Fermente oder besonderer aktiver Stoffe geniigt, um die 
ingefiihrten Oxyvdationskatalysen zu bewerkstelligen, wird auch dadurch 
wahrscheinlich gemacht, daB die optimale Wasserstoffionenkonzent ration 
z. B. der Benzidinreaktion mit Wasserstoffsuperoxyd duréh Thermal- 
wasser, Ferrosulfatlésung, durch Ferrosulfat in einer kiinstlichen 
Lésung der Thermalwassersalze unter AusschluB der Schwermetalle, 
und endlich durch Serum fast dieselbe ist. Es fand sich bei Pufferung 
mit Acetatessigsiuregemischen fiir 


Ferrosulfatlésung. . . . . . . . . pa 3,0 bis 3,2 
Tmermerwasnee.. 2 ces wt tl tlw Pe on 
Ferrosulfat in Thyrmalwasser . . . pg 3,1 3.3 
Bee cn Se en oS YS SRR 3.1 


Auch das Reaktionsoptimum fiir die Benzidinreaktion mit Himo- 
globin und fiir Hamoglobin, gelést in schwermetallfreiem Thermal- 
wasser, ist fast identisch. 

Hamogiobin . «2+ «+ +++ + «= « Sel bs 33 
Hamoglobin in Thermalwasser . . pq 3,2 ,, 3,4 
Der EinfluB der Salze auf das Reaktionsoptimum der Peroxydkatalyse 
ist darnach nicht erheblich, und auch die organische Bindung des Eisens 
im Hiamoglobin scheint in dieser Beziehung ohne gréBere Wirkung 
zu sein. 


DaB fiir Oxydasereaktionen eine einfache Schwermetallkatalyse 
als Erklarung geniigen kann, l4Bt sich experimentel] leicht zeigen. 
Mit Eisenlésungen ist der Oxydaseneffekt allerdings schlecht nach- 
zupriifen, weil Eisensalze mit den fiir die Reaktionen benétigten Phenol- 
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derivaten an sich unter Farbung reagieren. Dagegen laBt sich mi 
einer Manganosulfatlésung die Indophenolblausynthese und die Dopa 
reaktionen bei alkalischer Reaktion ohne Schwierigkeiten herbeifiihre:, 
die Nadireaktion bei py etwa 9,0 bis 9,5, die Dopaschwarzung be 
pu etwa 8,7 bis 9.5, die Mangankonzentration betrigt zweckmabBig 
m/500 bis m/1000. 


Es fragt sich, ob durch die Einfithrung der Oxydase- und Per 
oxydasereaktion gebenden Schwermetalle in ein biologisches Milieu 
in diesem auch andere katalytische Eigenschaften hervorgebracht 
werden kénnen, so daB etwa der Abbau von Substanzen, die im Zellstoff 
wechsel eine Rolle spielen, durch die Vorbehandlung des Substrats 
mit Thermalwasser veranlaBbt werden kann. Denn wenn auch dic 
Ubertragung des aktivierten und molekularen Sauerstoffs im Per 
oxydase- und Oxydasesystem von groBer Bedeutung ist, so sind doc! 
Zusammenhange dieser Oxydationsvorginge mit den Oxydations- 
vorgangen der Zelle nicht sicher nachgewiesen. Es wurde deshalb ge- 
priift, ob das dialysierte Serum einen Sauerstoffverbrauch besitzt, ode 
ob einsolcher bei Zusatz von Aminoséuren — Cystin, Glykokoll, Tyrosin 


oder Zwischenstufen des Kohlehydratabbaues Brenztraubensaur 
Bernsteinsaure, Glycerinaldehyd — auftritt. Die Versuche wurden in 


Barcroftmanometern bei 37° im Schiittelthermostaten durchgefiihrt 
In die etwa 4,5ccm fassenden ManometergefaBe wurde je 1 ccm 
dialysiertes bzw. unbehandeltes Serum eingefiillt, in die Einsaétze der 
GefaBe 0,1 com 5 °,iger Kalilauge. Die Manometer wurden mit Sauerstoff 
durchstrémt. Die Reaktion der Sera war durch Bicarbonat bzw 
primares Natriumphosphat auf pq 8,1 bzw. 7,3 bzw. 6,5 gebracht 
worden. In keinem Falle konnte ein regelmaBiger Sauerstoffverbrauch 
festgestellt werden. Da der negative Ausfall dadurch veranlaBt sein 
konnte, daB die Schwermetalle im Serum nicht die zu ihrer Wirkung 
nétigen Strukturen vorfanden, wurde die Dispersitat der Eiweibkérper 
durch Erwarmen auf 50° herabgesetzt. Dies anderte aber nichts an 
den Resultaten der Versuche. Es wurden weiter aus Rinderblutkérper- 
chen durch Hamolyse mit destilliertem Wasser und Ausfallung im 
isoelektrischen Punkt Schatten hergestellt! und nach griindlichem 
Auswaschen mit 0,9 °,igem NaC] Aufschwemmungen dieser Strukturen 
gegen Thermalwasser bzw. Ringerlésung dialysiert. Auch diese pra- 
parierten Blutkérperchen erwiesen sich als ungeeignet zur Oxydation 
der oben erwahnten Substanzen. 

Da es weiter interessierte, ob das Thermalwasser zur Aktivierung 
einer als Verbrennungsort nach Warburg an sich geeigneten Struktur 
hinreicht, wenn ihr die Katalyse bewirkenden, chemischen Faktoren 


' R. Mond, Arch. f. ges. Phys. 208, 581, 1925. 
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ehlen, wurden nach Warburgschen Vorschriften zwei zur Aminosaduren- 
oxydation unfahige Kohlepraparate hergestellt, eins durch Vergliihen 
von reinster Dextrose mit Natriumsilikat, das andere durch Vergliihen 
von reinster Benzoeséure mit Kaliumearbonat. Beide Kohlen wurden 
mit Thermalwasser bzw. einer m/10000 Ferrosulfatlésung geschiittelt, 
die Kohle ausgeschleudert, gegliiht, mit reinster Salzsiure und dann 
mit Wasser séurefrei gewaschen und getrocknet. Weder die Eisenkohle 
noch die Thermalwasserkohle zeigten im Barcroftmanometer (bei 37°) 
mit Cystin und Glykokollésungen in einer Sauerstoffatmosphare einen 
Grasverbrauch. Diese Resultate mit inaktiven Kohlepriparaten 
stehen in bemerkenswertem Gegensatz zu friiheren Ergebnissen mit 
Merckscher Blutkohle, deren Oxydationskraft durch Behandlung mit 
Thermalwasser erheblich gesteigert werden konnte. 


Zusammenfassung. 


Es gelingt, im Serum durch Dialyse gegen Thermalwasser 
eine Katalytisch wirksame, Schwermetallsalze enthaltende Salzlésung 
Peroxydase- und Oxydasewirkung zu verstarken, wahrend die Katalase 
und die Methylenblaureduktion gehemmt wird. Die katalytisch aktiven 
Bestandteile bleiben im Serum auch bei langerem Stehen,an der Luft 
wirksam. Die Dialyse verursacht einen analytisch nachweisbaren 
Anstieg des Eisengehalts im Serum. Es gelingt nicht, im Serum, in 
Blutkérperchenschatten oder inaktiver Kohle durch Behandeln mit 
Thermalwasser die Fabigkeit zur Oxydation von Aminosiuren oder 
Abbauprodukten des Kohlehydratstoffwechsels hervorzurufen. 








Uber den Einflu6 von Ferro- und Manganoionen auf Fermente. 


IV. Mitteilung 


fiber die biologischen Wirkungen des Wiesbadener Thermalwassers. 


Von 
Karl Harpuder. 


(Aus dem stédtischen Forschungsinstitut fiir Baderkunde und Stoffwechis: 
in Wiesbaden.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1928.) 


Um der komplizierten Gesamtwirkung des Wiesbadener Thermal- 
wassers, tiber die wir friiher berichtet haben, niher zu kommen, haben 
wir begonnen, uns mit der biologischen Bedeutung einzelner seiner 
Bestandteile zu beschaftigen. Im Zuge dieser Untersuchungen haben 
wir den Einflu8B von Mangano- und Ferrosalzen auf Atmung und Garung 
der Hefe verfolgt und sind jetzt dazu tibergegangen, die Einwirkung 
dieser Schwermetallsalze auf Fermente zu studieren. 

Es erschien niitzlich, zunichst mit ungereinigten Fermenten zu 
arbeiten, Versuche an gereinigten Fermenten werden alsbald folgen 


1. Wirkung von Mangano- und Ferrosulfat auf Speicheldiastase. 


Menschlicher Speichel wurde unter Toluol 48 Stunden gegen 
destilliertes Wasser dialysiert, dann im Verhaltnis 2 : 100 mit destilliertem 
Wasser verdiinnt. 2ccm der Verdiinnung wurden mit 0.4ccm m/3 
Phosphatgemisch, lecm 1%iger Starkelésung, der nétigen Menge 
frisch bereiteter, unter fliissigem Paraffin stehender Lésung der Schwer- 
metallsulfate bzw. Natriumsulfat als Kontrolle und mit Wasser bis 
zur Gesamtmenge von 20ccm gemischt. Das px variierte von 5,4 
bis 6,8. Nach 10 und 20 Minuten wurden je 5 ccm abpipettiert und in 
méglichst gleichen Glasern mit leem n/1000 Jodlésung versetzt. 
Die entsprechenden Ansiatze mit Natriumsulfat bzw. Schwermetall- 
sulfat wurden dann miteinander verglichen. Auf eine quantitative 
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T abe lle I . 





Mangankonzentration Wirkung auf den Eisenkonzentration Wirkung auf den 
molar Starkeabbau molar Starkeabbau 

l 10-? ] 10-* 

05.1072 0.5.10°# 

1 10 l .10 -— 

; io l 10-* 

1 10-° 7. oe 

l 10-6 i » 

a a I 10-7 7 


\uswertung des Starkeabbaus konnte verzichtet werden, es geniigte die 
Feststellung, ob das Schwermetallion férdert, hemmt oder belanglos 
ist, was nach dem Ausfall der Jodfirbung leicht festgestellt werden 
kann. In der Tabelle I bedeutet Férderung, — Hemmung der Starke- 
zerlegung durch das Schwermetall, Wirkungslosigkeit 


Aus der Tabelle I ergibt sich, daB starkere Schwermetallkonzentra- 
tionen! die Amylase schadigen, Ferro in emer Konzentration von 
1.107? hebt den Starkeabbau fast vollstandig auf. Mit fallender 
Konzentration begiinstigen Mangan und Eisen die Amylasewirkung, 
bei 1 . 10-7 hért jeder erkennbare EinfluB auf. Das Wirkungsoptimum 
lag in den schwermetallfreien Ansitzen bei py etwa 5,95. Durch Mangan 
in niedrigen Konzentrationen, weniger als 1 . 10~%, wurde es ins Alkali- 
sche verschoben nach pq etwa 6,15, héherer Mangangehalt dagegen 
verlagert das Optimum stark ins Saure, py etwa 5,3. Bei 1. 10-8 
Mangan liegen die Optima fast gleich, py etwa 5,95. Die Beschleunigung 
der Amylasewirkung bei dieser Mangankonzentration bezog sich vor 
allem auf Ansitze, deren Reaktionen auf der alkalischen Seite vom 
Optimum lagen, wahrend auf der sauren Seite ein EinfluB kaum er- 
kennbar war. Mit Eisen war eine Verschiebung der optimalen Reaktion 
nicht nachzuweisen. Bei der Konzentration 1 . 10~5 waren die Resultate 
schwankend, maBige Beschleunigung des Starkeabbaues, in anderen 
Versuchen tiberhaupt keine erkennbare Veranderung. Kombiniert man 
Eisen- und Mangansalz, so addieren sich die oben stehenden Einzel- 
effekte nicht, sondern es scheint eher die gesamte Schwermetall- 
konzentration von Bedeutung zu sein. m/1000 Fe’ + m1. 10-5 Mn 
ergeben eine sehr starke Hemmung, m/1000 Mn’ +m 1. 1075 Fe- 
sind ohne sicheren EinfluB, ebenso m1 .10-> Mn’ + m1. 10-5 Fe . 
m1 .10-?7 Fe’ + m1. 10~-* Mn’ zeigt Férderung der Amylasewirkung. 


' Gigon und Rosenberg, Skand. Arch. Phys. 20, 423, 1908, fanden mit 
héheren Konzentrationen von Eisen- und Mangansalzen starke Férderung 
der Amylase. 
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2. Wirkung von Eisen- und Mangansulfat auf Pepsin’. 


Es wurde ein kaufliches Pepsinpulver von Merck verwendet. AI 
Substrat diente salzsaure Caseinlésung. Eine 1 %ige Caseinlésung i: 
n/100 NaOH wurde mit n/10 HCl bis zu dem gewiinschten py an 
gesiuert, dann wurde mit Wasser auf ein gleiches Volumen erginzt 
Die endgiiltige Caseinkonzentration betrug 0,8 °,. 20 ccm dieser Casein 
lésung wurden mit 10 ccm 2° iger Pepsinlésung, Mangan- oder Eisen- 
sulfat in bestimmter Menge versetzt und mit Wasser auf 50 ccm gebracht 
Als Kontrolle dienten Ansitze, die nur mit Wasser oder mit Natrium 
sulfatlésung entsprechender Konzentration hergestellt wurden. Doc! 
zeigte sich, daB Natriumsulfat in den fiir uns in Betracht kommenden 
Konzentrationen keinen EinfluB auf die Pepsinverdauung ausiibt 
Weiter wurde ein Ansatz sofort aufgekocht und als Leerversuch weiter 
verarbeitet. Die Verdauungsgemische blieben 4 Stunden im Thermo- 
staten bei 37°. Dann wurden 20 ccm aus jedem Ansatz mit 2 ccm 
10°,iger Natriumwolframatlésung und 2cem 2/,;n Schwefelsdure 
gefallt. Mit dem Filtrat wurden Mikrokjeldahlbestimmungen durch- 
gefiihrt, stets Doppeltanalysen. Die Resultate sind aus Tabelle II 
ersichtlich. 





Tabelle 11. 
Rest«-N RestsN ohne Schwers Schwermetall- Rest-N Rest-N 
unverdaut metall verdaut konzentration mit Mangan mit Eisen 
0 Oo: ) 0 
0 0 molar 0 0 


1 10-3 { 0,0458, 0,0520 0,0487, 0,0491 
“10° | 970532) 0,0548 0,0505, 0,0524 
0,0574, 0,0580 0,0432, 0,043s 


0,0154, 0,0173  0,0663, 0,0688 |) 
0.0168, 0.0157 00,0620, — | 
0,0194, 0,0191 —0,0680, 0,0694 |) , 49-4 
0.0146, 0,0166  0,0658, 0,0672 | + - 0,0535, 0,0554 00,0479, 0,0487 
0.0161, 0,0153 00,0683, 0,0625 1 .10-° 0.0541, 0,0523 0,0437, 0,0456 
0,0244, 0,0263  0,0659, 0,0623 1 .10-* 0.0621, 0,0683 0,0729, 0,0748 
0,0183, 0,0174 00,0651, 0.0688 1 .10-7 — 0,0661, 0,0655 0.0694, 0,0694 
0.0196, 0.0193 0.0625, 0.0681 0,5.10-7 — 0,0625, 0,0625 0.0689, 0,0646 


Die ganze Versuchsserie wurde -bei pg etwa 1,8 durchgefihrt 
Auch bei px 2,4 bzw. bei pg 1,5 wurden Versuche mit Schwermetall- 
zusatz in Konzentrationen von 1.10~* und 1.10~? durchgefihrt. 
deren Ergebnisse den in der Tabelle angefiihrten entsprechen. Es 
ergibt sich im ganzen, daB Pepsin durch Mangano- und Ferrosulfat in 
Konzentrationen bis 1 . 10~§ gehemmt wird, bei noch starkerer Ver- 
diinnung wird Mangan wirkungslos, wahrend Eisen die Pepsinwirkung 
zundchst eher zu begiinstigen scheint, wobei freilich die Ausschlage 
sehr gering sind. Bei 0,5 . 10~? darf auch Eisen als sicher wirkungslos 
bezeichnet werden. 


1 Die Versuche wurden zum Teil von Herrn cand. med. R. Laser 
ausgefiihrt. 
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3. Wirkung von Eisen- und Mangansulfat auf Pankreatin-Trypsin. 

Das verwendete Pankreatinpraparat war ein Trockenpulver von 
Freund und Redlich. Die Verdauungskraft war gering. 1- und 2 °,ige 
Ldésungen wurden zu gleichen Teilen mit 1 °,iger Caseinlésung gemischt. 
lie Schwermetalle zugesetzt und mit Wasser auf gleiches Volumen 
gebracht, so daB die Endkonzentration an Casein 0,4°,, betrug. Das 
Casein wurde in n/100 NaOH gelést, das py durch Zusatz von n 10 HC! 
zwischen 8,6 und 6,8 variiert. 


Tabelle 111. 





ResteN ohne Mangan. Rest-N mit Rest-N ohne Eisen- Rest»N 
Schwermetall konzentr Mangan Schwermetal! konzentr mit Eisen 
’ molar , molar 


10-2 0.0690, 0,0670 
10 0.0770, 0.0780 
10-4 0.0780, 0.0790 
10 0.0790, 0.0850 
10-® 0.0780. 0.0773 


.10°-2 =0,0840, 0.0826 0.0740, 0.0760 
.10-° 0.0870, 0.0814 0.0740, 0.0760 
.10-* 0.0880. 0.0870 0.0799, 0.0730 
. 10-5 0.0950, 0.0910 0,0820, 0.0870 
10-§ 0.0999. 0.0920 0.0739. 0.0728 
.10°7 30,0930. 0.0970 


1.0850, 0,0890 
0.0850, 0.0820 
0.0780. 0.0810 
0.0900, 0.0920 
1.0936, 0.0921 
0.0940, 0.0910 


Die Reaktion dieser Versuche betrug py 7,5 bis 7,6. Die Ver- 
dauungsgemische wurden nach 4stiindigem Stehen im Brutschrank 
bei 37° mit Natriumwolframat und Schwefelsiure enteiweiBt und im 
Filtrat der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Bei py 6,8 waren die 
‘esultate mit Mangan die gleichen, wie sie in der Tabelle Ill angefiihrt 
sind, mit Eisen war die Hemmung der Trypsinwirkung deutlicher und 
auch bei m1. 10~* noch sicher nachweisbar. Im ganzen kann gesagt 
werden, daB Manganosulfat in Konzentrationen von m1. 107? bis 
1.10~7 die Trypsinverdauung nicht erkennbar beeinfluBt, wahrend 
Kisensulfat in héheren Konzentrationen (> m 1 . 10~*) eine hemmende 
Wirkung entfaltet. Der verhaltnismaBig geringe EinfluB beider Metalle 
auf die Trypsinverdauung ist um so erstaunlicher, als bei den héheren 
verwendeten Konzentrationen in den Verdauungsgemischen sichtbare 
Fallungen auftraten. Vielleicht hingt das damit zusammen, daB bei 
den fiir die Trypsinwirkung nétigen Reaktionen auch bei vorsichtigem 
Arbeiten die Bildung unléslicher Oxyde aus den Schwermetallen un- 


vermeidbar ist. 
Zusammenfassung. 


Es wurde die Wirkung von Ferro- und Manganoionen in ver- 
schiedenen Konzentrationen (m 1 . 10~? bis 0,5 . 10~7) auf ungereinigte 
Speicheldiastase, Pepsin und Trypsin untersucht. Die Wirkung der 
ersten beiden Fermente wird bei héheren Konzentrationen der Schwer- 
metalle gehemmt, bei niedrigen geférdert; das letztere deutlicher bei 
der Amylase als beim Pepsin. Beim Trypsin war nur eine geringe 
Hemmung durch héhere Eisenkonzentrationen nachweisbar 





Untersuchungen iiber das Vorkommen yon Jod in der Natur. 


XII. Mitteilung: 
Zur Geochemie des Jods, Ul. Der atmophile Charakter des Jods. 


Von 
Th. v. Fellenberg. 
(Aus dem Laboratorium des eidgendéssischen Gesundheitsamtes in Bern. 


(Eingegangen am 11. Januar 1928.) 


In friiheren Publikationen! ist nachgewiesen worden, daB das 
Element Jod_ siderophile, chalkophile und lithophile Eigenschaften 
besitzt, daB es sich bei der Phasenteilung des feuerfliissigen Erdballs in 
den metallischen Kern, die Sulfidschicht und die Silikathille verteilt 
hat. V.M. Goldschmidt? nimmt an, daB es wahrscheinlich auch zu den 
atmophilen Elementen zu rechnen sei, daB es sich bei der Phasenteiluny 
vielleicht gréBtenteils in der Dampfhiille angesammelt habe und dann 
mit dem Wasserdampf in der altesten Hydrosphare kondensiert wurde 
Diese Annahme erhielt eine starke Stiitze durch die Beobachtung von 
Th. v. Fellenberg und Gulbrand Lunde (1. c.), daB sich das Jod im Hoch- 
ofenflugstaub sehr stark anreichert, daB es somit aus der fliissigen 
Schlacke teilweise verdampft. 

Es bot sich nun Gelegenheit, die atmophile Tendenz des Jods 
direkt nachzupriifen. 4d. Hartmann® hat kiirzlich die Entstehungs 
weise der Biindner Saéuerlinge in einwandfreier Weise aufgeklirt und 
ist dabei zu Resultaten gekommen, welche fiir unsere spezielle Frage 
von Bedeutung sind. 

Die Mineralquellen von Tarasp-Schuls und dem benachbarten Val 
Sinestra sind mit Kohlenséure gesittigt und lassen bestandig einen 


! Th. v. Fellenberg und Gulbrand Lunde, diese Zeitschr. 175, 162, 1926: 
Th. v. Fellenberg, ebendaselbst 187, 1, 1927; Th. v. Fellenberg und Gulbrand 
Lunde, ebendaselbst 187, 15, 1927. 

2 Geochemische Verteilungsgesetze der Elemente, II. Vid. Selsk. I. 
Oslo 1924, Nr. 4. 

* Ad. Hartmann, Die Entstehung der Mineralquellen Tarasp-Schuls 
und der anderen Biindner Saéuerlinge, Sonderabdruck aus der Vierteljahrs- 
schrift der Naturforschenden Gesellschaft in Ziirich, 72, 1927. 
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iehr oder weniger starken UberschuB dieses Gases in die Atmosphiire 
ntweichen. An einzelnen Stellen tritt kein Wasser aus dem Boden 
vohl aber Gas, welches zu tiber 99°, aus CO, besteht und daneben 
twas H,S enthalt. Hartmann ist nun zum SchluB gekommen, dab 
dieses Gas vulkanischen Ursprungs ist. Es entstammt vordiluvialen 
Vulkanen, welche méglicherweise im Adamellogebiet, also etwa 50 
bis 80km vom Austrittsort entfernt liegen. Das Gas steigt zwischen 
den Schichten des Biindnerschiefers auf, mischt sich in geringer Tiefe 
unter dem Boden mit vadosem (von der Erdoberflache stammendem) 
Wasser, wodurch dieses stark lésende Eigenschaften gewinnt und zu- 
sammen mit dem Uberschu8 des Gases als alkalischer Sauerling zu- 
tage tritt. 

Auf den vulkanischen Ursprung deutet nicht nur der Reichtum 
an Kohlensaure, welcher auf chemischem Wege nicht zu erklaren ware, 
sondern auch der Gehalt der Mineralwisser an anderen vulkanischen 
Bestandteilen, wie As, Cl, B,O,, NH,, H,S. 


In der Gegend von Tarasp-Schuls ist durch Erosion in den ost- 
alpinen Decken, welche Graubiinden gréBtenteils bedecken, ein Fenster 
freigelegt, wodurch der darunterliegende Biindnerschiefer zutage tritt 
Durch Schub der Dolomiten von Siiden ist im Biindnerschiefer eine 
Falte entstanden, deren Antiklinale sich von Westen nach Osten tibet 
das besagte Gebiet hinzieht und im éstlichen Teile vom Inn angeschnitten 
ist. Auf dieser Antiklinale, und nur auf ihr, steigen die vulkanischen 
(tase auf und bilden da, wo sie auf Wasseradern treffen, wie im Grund- 
wasser des Inn und einiger Quertiler, Mineralquellen. An anderen 
Stellen treten Mofetten, Gasquellen, zutage, wieder an anderen Stellen 
wo die Schichten durch Erosion quer durchschnitten sind, tritt Gas 
an ganzen Felswinden auf und bildet durch seinen chemischen Angriff 
auf das Gestein priachtige, schneeweiBe Ausbliihungen, die haupt- 
sichlich aus Sulfaten und Carbonaten des Calciums, Magnesiums und 


Aluminiums bestehen. 


Es ergab sich nun zur Lésung der Frage nach dem atmophilen 
Charakter des Jods die Aufgabe, das Gas der Mofetten auf Jod zu unter- 
suchen. In den genannten Mineralwassern ist Jod vorhanden. Von 
vornherein l4Bt sich aber nicht sagen, ob es vom Gestein stammt oder 
von dem vulkanischen Gas. Das einzig sichere Untersuchungsobjekt 
ist das Gas der Mofetten selbst. Die Gase, welche aus den Mineral.- 
quellen entweichen, miissen ihren eventuellen Jodgehalt wegen der 
alkalischen bzw. bicarbonatalkalischen Reaktion der Wasser mindestens 
groBenteils an diese abgegeben haben. Um auch dies zu priifen, wurde 
auch Quellgas untersucht. Ferner wurden auch Ausbliihungen auf 
Jod gepriift. 
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Die Jodabsorption aus den Gasen erfolgte in dem friiher beschrieben« 
Apparat zur Jodbestimmung in Luft!, wobei die Gase durch ein 12 Lit 
fassendes GefaB getrieben werden, welches 11 mit 0,5 °%iger K,CO,-Lésu 
getrankte Filter aus Baumwollgaze enthailt. Die untersuchte Mofett: 
oberhalb der Wyquelle bei Schuls-Tarasp gelegen, lieferte einen reichliche: 
Gasstrom. Durch Aufschaufeln von Kies und Erde wurde iiber dem Gas 
austritt ein kleiner Gastiimpel von etwa 0,5 « 1m aufgestaut und darau 
das Gas in der friiher beschriebenen Weise herausgepumpt. Man pumpt: 
waihrend % Stunde 2,5cbm Gas durch den Apparat. Es lieB sich dab« 
nicht die geringste Niveausenkung im Gastiimpel wahrnehmen. 

AuBerdem wurde zum qualitativen Nachweis des Jods das Gas diese: 
Mofette wahrend zweier Niachte iiber einen mit 0,5°%iger Pottaschelésung 
zur Halfte gefiillten Telier geleitet. Vom Gastiimpel aus wurde eine mit 
Erde abgedichtete Kartonréhre als Leitung benutzt. Zum Schutz gege 
Verunreinigungen von auBen, vor allem gegen Tau, wurde der Teller mit 
einem groBen Pappdeckel bedeckt. 

Das untersuchte Quellgas stammte von der Lucius- und der Emerita 
quelle. Hier stand uns eine Metalleitung zur Verfiigung, welche ein Pumper 
eriibrigte. Das Gas wurde direkt in das AbsorptionsgefiB geleitet. Der 
Hahn wurde so weit geéffnet, daBS pro Minute 2 Liter Gas ausstrémten 
Das Durchstrémen dauerte 3 Stunden. 

Die Jodbestimmungen in den Ausbliihungen erfolgten in der Weiss 
daB das Material mit verdiinnter Pottaschelésung iibergossen, zum dicken 
Brei verkocht und mit Alkohol extrahiert wurde. In einem Falle bestimmt 
man auch das direkt durch warmen Alkohol extrahierbare Jod. 


Die Resultate sind im folgenden wiedergegeben. 


Mofette oberhalb Wyquelle. 
Qualitativer Jodnachweis: Gas iiber einen Teller mit Pottasche- 
lésung geleitet. 
Nacht vom 16./17. Oktober 1927, 131 
9» wo Malem % 1927, 12} 
J odbestimmung : 17. Oktober, 7 Uhr 40 Minuten bis 8 Uhr 10 Minuten 
Lufttemperatur etwa 0°. 2,5cbm Gas gepumpt. 


Stunden, absorbiertes Jod 0,4 » 
99 » O,4y 


Je \% der Absorptionsfliissigkeit 
1,25 cbm 5,0 y ; 
1,25cbm = 5,0 y, somit 4,0» J pro cbm Gas 


Quellgase der Lucius- und Emeritaquelle. 


21,6¢bm Gas ergeben 2,4 y Jod, somit sind vorhanden 0,ly J 
pro chm Gas. 
Ausblihungen an Felswinden. 


1. Etwa 200m Oéstlich der Bonifaciusquelle, Inn- 


schlucht, linkes Ufer ............ 110yJprokg 
2. Unmittelbar westlich Kurhaus. ...... . . 40yd.,, ,, 
3. ValVallatscha-Tobel . bial ele oe ae) aie al 
Dasselbe Material, nur mit heibem Alkohol aus- 
gezogen oy" ; 120 yJ ,, 


1 Diese Zeitschr. 152, 132, 1924. 
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Diese Resultate zeigen uns, daB die Mofettengase unzweifelhaft 
lod enthalten. Obschon ihr Jodgehalt gering ist, so iibertrifft doch 
ler Wert von 4y pro Kubikmeter oder 2y pro Kilogramm die 
héchsten Werte, welche ich in der atmospharischen Luft gefunden 
abe. Unsere Frage nach dem atmophilen Charakter des Jods beant.- 
wortet sich in positivem Sinne. Wir miissen mit V. MW. Goldschmidt 
annehmen, daB sich Jod schon in der urspriinglichen Dampfhiille det 
Erde und somit auch im Urmeer befunden habe. Die gewaltigen Jod- 
mengen des Meeres stammen somit nicht nur von der Verwitterung 
der Gesteine her, sondern sind teilweise primiren Ursprungs. Der 
Jodgehalt der Atmosphare wird nicht nur durch das im Kreislauf aus 
der Erde und den Gewissern aufsteigende Jod erginzt, sondern 
auch durch die vulkanischen Gase, welche vom feuerfliissigen Magma 
ausgestoBen werden. 

Einen 40mal geringeren Jodgehalt als das Mofettengas hat das 
Quellgas ergeben. Der alkalische Sauerling muB ja durch seinen Bi- 
carbonatgehalt in gleicher Weise wirken wie unser Absorptionsapparat, 
und das durchstrémende Gas von seinem Jod befreien. Das Gas mul 
daher jodarm, das Mineralwasser selbst aber um so jodreicher sein 
In der Luciusquelle waren denn auch 1044, in der Emeritaquelle 
826 y Jod pro Liter vorhanden. Von dem aufgelésten Gestein kann 
dieses Jod nur zum geringen Teile stammen, denn der Biindnerschiefer 
gehért zu den jodirmsten Gesteinen. Eine Probe, in der Nahe des 
Kurhauses entnommen, enthielt nur 200 y pro Kilogramm. 

Diirfen wir nun daraus den SchluB ziehen, daB das Jod vorwiegend 
aus den vulkanischen Gasen stammt? 

Die einzelnen Biindnersiuerlinge unterscheiden sich sehr stark in 
ihrem ErguB und in ihrem Gasgehalt. Folgende Tabelle gibt diese 
GréBen nebst einigen analytischen Daten wieder. Uber die ent weichende 
Gasmenge liegen allerdings keine geriauen Messungen vor, sondern nur 
Angaben, ob viel oder wenig Gas entweicht. 

Der Gehalt an Jod geht im ganzen parallel mit dem Gehalt an 
Chlor, Brom und Ammonium. Die Quellen mit schwachem Erguf 
sind reich an diesen Bestandteilen, diejenigen mit starkem Ergu® sind 
arm daran. Die gasreichsten Quellen sind gleichzeitig die jodreichsten 
Die Rechnung zeigt aber, daB das Jod nicht von dem durchstreichenden 
Gas allein herriihren kann. Die Luciusquelle hat einen Ergu} von 
7,1 Minutenlitern. Da jedes Liter Wasser 1044 y Jod enthalt, werden 
pro Minute 7400» Jod geférdert. Wir haben pro Kubikmeter 
Mofettengas 4 y Jod gefunden. Demnach miBten 1850 cbm Gas aus- 
treten, um die berechnete Jodmenge an das Wasser abzugeben eine 


ganz unmdégliche Zahl 
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Tabelle. 
ErguB i tockem | Chior** Brom** Jod* | NH,** Gas 
in Min.Lit.* g im kg mg mg y mg — 
Schuls-Tarasp 
Lucius. . 7,1 12,74 2400 29 1044 12.98 viel 
kimerita .. 44 11.40 2009 24.90 826 12.88 2 
Bonifacius 5—9.6 3,73 26 0.35 46 2,21 
Sotsass... 30—S0 1.38 0.6 1 
wee pelos 7—d6 1,18 1,3 _ l 
Val Sinestra. 
Adolfs . i—4,1 5,31 — 255 wenige 
Ulrichs . ; 11—27 4.03 714 3,75 360 4.00 viel 
Johannes. . | 3,8—8,1 2.98 388.6 2.30 163 3,05 wenige 
Conradins 5,3—11,5 2.37 375.6 2.60 168 6,88 u 
Thomas .. 66—131 1.84 197.5 1.35 56 2.00 
* Nach Hartmann ** Nach eigenen Untersuchungen. — *** Nach Treadwell und nac 


Nuessberger. 


Nach Hartmann verhalt es sich so, daB das Jod der heutigen 
Mineraiquellen von Tarasp-Schuls — und dasselbe gilt auch fiir die 
iibrigen spezifisch-vulkanischen Bestandteile — zum gréBten Teile 
aus einem Vorrat stammt, den Fumarolengase in friiheren Zeiten 
angelegt haben. 

Fiir eine noch heute stattfindende Jodzufuhr von unten spricht 
nicht nur der Jodgehalt des Mofettengases, sondern auch der Umstand 
daB der Jodgehalt der gasreichsten Quellen Wesentlich héher ist als det 
Jodgehalt der jodarmeren. 


Die groben Unterschiede im Jodgehalt der einzelnen Quellen sind 
bedingt durch die Faktoren Mofettengas, friihere vulkanische Im 
pragnationen im Gestein, QuellwasserzufluB. Quellen, die klein sind 
aber aus stark impragnierten Gebieten stammen und heute noch gasreich 
sind, haben viel Jod, solehe mit viel’ Wasser aus wenig impragnierten 
Gebieten sind jodarm. 

Die Jodimpragnation durch vulkanische Gase deutet auf eine 
interessante Méglichkeit der Bildung von Jodansammlungen in det 
Erde hin. 

Durch die vorstehende Untersuchung ist der atmophile Charakter 
des Jods erwiesen. Dieses Element hat sich somit bei der Phasen 
trennung des feuerfliissigen Erdballs in alle vier Phasen verteilt. 


Nebenbei sei erwahnt, daB ich auch Brom und Bor in dem Mofettengas 
nachweisen konnte. Das Brom wurde anschlieBend an die kolorimetrische 
Jodbestimmung durch seine Farbung festgestellt, als zum Zwecke dei 
Titration Chlorwasser hinzugefiigt wurde. 
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Der Salzriickstand, welcher nach der Alkoholextraktion des Jodids 
und Bromids verblieb, wurde nach Agulhon! auf Borséiure untersucht. 
Er wurde mit konzentrierter Phosphorséure angeséuert und in ein Kélbchen 
gebracht. Nach Zusatz von Methylalkohol wird der Methylester der Bor- 
siure in sehr wenig NaOH iiberdestilliert. Das Destillat wird vom Alkohol 
befreit, mit HCl schwach angeséuert und unter bestimmt vorgeschriebenen 
Bedingungen mit Kurkumapapier zusammengebracht. Die durch Kapillaritat 
aufsteigende Borséure farbt die oberste Partie der Kurkumastreifen. Durch 
Vergleichung mit bestimmten Typen lat sich der Gehalt abschitzen. 

Blinde Versuche ergaben Borfreiheit der verwendeten Pottasche. In 
dem Mofettengas wurden etwa 0,9 mg, in dem Quellgas der Lucius- und 
Emeritaquelle 0,1 mg H,BO, gefunden. Die Zahlen machen keinen An- 
spruch auf groBe Genauigkeit, da es mir einstweilen nicht gelang, bei den 
Typlésungen die zu erwartenden Abstufungen mit der nétigen Scharfe zu 
erhalten. 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle Herrn 
Lorenz, Direktor der Kurhausverwaltung Tarasp-Schuls, meinen besten 
Dank auszusprechen fiir sein freundliches Entgegenkommen bei der 
Ausfiihrung dieser Untersuchungen und fiir die Zusendung von Mineral- 
wasserproben, ebenso Herrn Pester, Direktor des Kurhauses Val Sinestra, 
fiir die von dort stammenden Proben. Herrn Dr. Ad. Hartmann danke 
ich fiir seinen Rat und seine Mithilfe bei den Probefassungen und seine 
wertvollen und interessanten Aufklérungen iiber die geologischen Ver- 
haltnisse jener Gegend, die durch ihn in ein ganz neues Licht geriickt 
worden sind, ebenso auch fiir seine Ratschlige bei der Abfassung dieser 
Arbeit. 


‘ Das Verfahren verdanke ich einer persénlichen Mitteilung von 
Fri. V. Aschehoug, Vevey. 
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Uber die Oberflichenspannung von wisserigen Liésungen 
hochmolekularer Salze. 


(Kurzer Bericht.) 
Von 


G. Ettisch und R. Koganei. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1928.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem wurde an dieser Stelle von NV. A. Krajewsky und 
Nikolaus Wwedensky' iiber die Oberflachenaktivitat von glykochol- 
und taurocholsaurem Natrium berichtet. Da wir seit Oktober 1926 mit 
ahnlichen Untersuchungen beschaftigt sind, die zum Teil schon zu nicht 
unerheblichen Ergebnissen gefiihrt haben, méchten wir bereits jetzt 
einiges dariiber mitteilen. Wir haben uns einmal ebenfalls mit den 
gallensauren Salzen befaBt, und zwar wurde, zunachst in rein wasserigen 
Lésungen, die Oberflachenspannung von chol-, glykochol- und tauro- 
cholsaurem Natrium gemessen. Es wurde dabei von der Lenardschen 
BiigelabreiBmethode Gebrauci gemacht. Als Besonderheit ergab sich, 
daB die 6-c-Kurven (6 = Oberflichenspannung, c = Konzentration) 
dieser Salze ein deutliches Minimum zeigen, wie man es auch auf Abb. 1 
erkennt. 

Der Grad der maximalen Erniedrigung der Oberflichenspannung 
des Wassers ist dabei um so bedeutender, und die molare Konzentration 
an der Stelle des Minimums der Oberflichenspannung um so kleiner, 
je gréBer das Molekil ist. Mit anderen Worten, die Werte fiir die 
spezifischen Kapillaraktivitaten legen einen Scllu8 auf die Molekil- 
konfigurationen in dem Sinne nahe, daB in der Reihe Cholsdure, 
Glykocholsaéure, Taurocholsaure die ,,kapillare Asymmetrie’ des Molekiils 
zununmt, 


1 Diese Zeitschr. 191, 241, 1928. 
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Es wurde nun namentlich am Beispiel des cholsauren Natriums 
versucht, die Ursache dieses bemerkenswerten Minimums festzustellen 
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Dabei ergab sich, daB es auf die Wirksamkeit der freien Cholsdure 
ankommt. Diese entsteht durch Hydrolyse des Cholats und erweist 
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sich als besonders oberflachenaktiv. Verschiebungen in der relativen 
Konzentration der freien Saure in der Oberfliche treten ein in Ab- 
hangigkeit von der absoluten Cholatkonzentration. 
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Durchaus anders verhalt sich das Natriumoleat. Dessen 6-c-Kurv: 
zeigt einen normalen Verlauf, kein Minimum. Man kommt zu den 
SchluB, daB hier die freie Olsiure weniger oberflichenaktiv ist als das 
Natriumsalz. 

Von besonderer Bedeutung erschien es uns aber festzustellen 
wie sich die 6-c-Kurve des cholsauren Natriums unter biologischen 
Bedingungen verhalt. Bei der Aufnahme der 6-c-Kurve des Natrium 
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cholats in Serum und Plasma (s. Abb. 2) ergab sich ein ganz anderer 
Gang als er in einer Eieralbuminlésung (s. Abb. 3) aufzufinden war. 
Die Kurve im Serum sowie im Plasma dhnelt der, die in alkalischer 
Lésung erhalten wird (s. hierzu die Abb. 2), diejenige einer Albumin- 
lésung dagegen der im destillierten Wasser (s. hierzu die Abb. 3) 
Es sei jedoch hervorgéhoben, daB dieser Unterschied im Verhalten 
nicht auf einer Verschiedenheit in den pg-Werten beruht. 

Auf die wahrscheinliche Ursache dieser auffallenden Tatsache 


wird in der ausfiihrlichen Mitteilung eingegangen werden. 
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Untersuchungen iiber Kalium- und Caleiumgehalt 
der peripheren Nervenfasern. 


Von 
A. Simon und J, Szeliezey. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der kénigl. ungar. ,,Peter Pazmany**- 
Universitét zu Budapest.) 


(Eingegangen am 16. Januar 1928.) 


Eine eingehendere quantitative Untersuchung des K- und Ca- 
Gehalts der peripheren Nerven wurde unseres Wissens bisher nicht vor- 
genommen. 


Nach histochemischen Untersuchungen von Mac Donald (1) findet 
sich das K im Gegensatz zur friiheren Ansicht von MacCallum (2) im ganzen 
Verlauf des peripheren Nervenfasers gleichmaéBig verteilt und nicht nur an 
einzelnen Stellen angehéuft. MacCallum und Menten (3) fanden ebenfalls 
histochemisch, daB die Chloride einen dauernden Bestandteil des Axons 
bilden und in viel gréBerer Menge darin vorhanden sind als in der Gewebs- 
fliissigkeit, welche die Nervenfasern umflieBt. Die Chloride miissen nach 
ihnen wahrscheinlich die des Na, Ca und Mg sein, nach MacDonald ist 
auch das K in dieser Form im Nerven gegenwartig. 

Im Schrifttum fanden wir tiber K- und Ca-Gehalt des Nerven nur 
eine Angabe von Kraus, Zondek und Wolheim (4), worin sie von drei 
Hunden berichten. Die Untersuchungen wurden so vorgenommen, dali 
nach Reizung des einen Ischiadicus mit elektrischem Strom der K- und Ca- 
Gehalt des der Reizstelle néheren und weiter peripher gelegenen Teiles 
mit entsprechenden Stellen des anderen nicht gereizten Nerven verglichen 
wurde. Es wurde gefunden, da8 wahrend der obere und untere Teil des 
ungereizten Nerven die gleiche Menge K und Ca enthielten, im gereizten 
Nerven im oberen, gereizten Teile immer weniger K und Ca vorhanden 
war als im unteren, nicht gereizten Teile. Immerhin gestehen die Autoren, 
,»daB das Vorliegen von Veranderungen nur aus gleichsinnigen Ergebnissen 
groBer Versuchsreihen geschlossen werden diirfte“. 


Den ersten Teil unserer Untersuchungen bilden quantitative K- 
und Ca-Bestimmungen in einer gréBeren Anzahl von Kaninchen- 
ischiadici. Da im Axon der Nervenfasern stets viel mehr Chlorid ent- 
halten ist als in den Hiilsen, und da man annehmen kann, daB das K 
und das Ca als Chloride im Nerven vorhanden sind, glauben w'r durch 





394 A. Simon u. J. Szeléczey: 


diese Versuche einen annahernden Gehalt des Axons an diesen Elementen 
bestimmen zu kénnen. 


Nach der heutigen Ansicht mu8 man sich den Erregungs- und 
Leitungsvorgang nicht als einen physikalischen, elektrischen, sondern 
als einen Verbrennungsvorgang vorstellen (Adrian, Lucas, Kato. 
Gerard). Nichtsdestoweniger miissen die groBen Elektrolytmengen 
die der Nerv enthalt, eine wichtige Rolle in den benannten Prozessen 
spielen. 

Die Methodik der Versuche gestaltete sich folgendermaBen: Die 
Kaninchen wurden durch Nackenschlag getétet, ein groBer Teil beider 
Ischiadici herausgenommen unc frisch auf einer Torsionswage abgewogen. 
Dann wurden die Nerven in einem Platintiegel wie folgt verascht. 
Der Ischiadicus wurde mit der Schere fein zerteilt, in einen Platintiegel 
gelegt und im Trockenschrank bei 100°C getrocknet. Nach Trocknung 
kam der Piatintiegel in einen gréBeren Porzellantiegel hinein (nach 
Stolpe), auf dessen Boden sich einige Porzellanstiickchen befanden, 
und zuerst auf einer kleineren, dann auf gréBerer Flamme in zwei 
Etappen vorsichtig verascht [Abderhalden (5)]. Die erste Etappe ist 
beendet, sobald der ganze Nerv verkohlt ist. Dann wurde die Kohle 
mit einer Achat-Pistel fein zerrieben, mit warmem Wasser ausgelaugt 
und durch einen aschefreien Filter filtriert, so jedoch, daB méglichst 
wenig Kohle auf den Filter kam. Die verbleibende Kohle wurde nun 
mitsamt dem aschefreien Filter unter weiterem Erhitzen vollstandig 
verascht, nachdem vorher Kohle und Filter. bei 100° getrocknet worden 
waren. Nach Beendigung der zweiten Etappe wurde die Asche einige 
Male in warmem Wasser aufgenommen, auf 12 ccm erginzt und dann 
wurden in 3—3 cem der Fliissigkeit Calciumdoppelbestimmungen nach 
de Waard und in 2—2ccm Kaliumdoppelbestimmungen nach Kramer 
und Tisdall vorgenommen. Die Siuerung der 3 baw. 2 ccm Flissigkeit 
geschah mit 0,5cem n/10 HCI. 


Bei der Veraschung, wenn der Nerv vorher gut getrocknet war 
und wenn die Veraschung nie auf gréBerer Flamme geschah, so daB 
nur der untere Teil des Porzellantiegels schwach rotgliihend wurde, 
haben wir nie Verluste beobachtet. 


In einem anderen Teil der Untersuchungen haben wir auBerdem 
auch Diffusionsversuche ausgefiihrt, indem die abgewogenen und fein 
zerteilten Nerven in einen kleinen Jenaer Erlenmeyerkolben gelegt 
wurden, worin sich 40 ccm 0,9 %iger NaCl-Lésung befand. Das Diffu- 
sionswasser wurde im Laufe von 24 Stunden dreimal (nach Beendigung 
der 2., 6., 20. Stunde) gewechselt und K- und Ca-Bestimmungen nach 
Beendigung der 24 Stunden in allen vier Portionen des Diffusions- 
wassers ausgefiihrt, nach vorheriger Eindampfung auf dem Wasserbad 
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und Ergainzung des Diffusionswassers auf 12ccm. AuBerdem wurde 
auch das im Nerven zuriickgebliebene K und Ca nach vorheriger Ver- 
aschung bestimmt. 

Den Impuls zu diesen Untersuchungen gaben die Versuche von 
Neuschlosz und Trelles (6), welche fanden, daB das feinverteilte, gegen 
0,90 %ige NaCl-Lésung diffundierte Muskelgewebe nach Ablauf von 
6 Stunden kein K mehr der Fliissigkeit abgibt. Das Muskelgewebe hat 
demnach diffusibles und nichtdiffusibles Kalium. Die Menge des ge- 
bundenen, nichtdiffusiblen K ist nach den Resultaten von Neuschlosz 
eine konstante charakteristische GréBe, welche bei roten Muskeln einen 
anderen Wert hat als bei weiBen. 

Wir hielten es fiir interessant, solciie Diffusionsversuche auch mit 
peripheren Nervenfasern auszufiihren, da wir dadurch einen tiefren 
Einblick in die Struktur des Nerven zu gewinnen hofften. 

Das Resultat der Untersuchungen zeigen die Tabellen I und II. 








Tabelle I. 
K- und Ca-Gehalt des Ischiadicusnerven des Kaninchens. 
Kalium Calcium ; 
Ne, | sane ee 
%o %lo %o %» 
1 0,955 1,01 —_ _ - ~ vin ly er 
2 2,18 1,68 1,24 1,23 a ae 
3 0/30 0.36 0'39 0.20 sian aaa 
4 0,86 1,24 1,92 1,83 driickt 
5 0,46 0,83 0,47 0,40 
6 — — 0,41 0,58 
14 0,20 0,24 0,13 0,17 
19 1,20 1,54 1,08 1,91 
21 0,78 0,66 0,34 0,35 
s — 0,77 0,69 
Tabelle 11. 


Die nach 24stiindiger Diffusion im Ischiadicusnerven 


Ca-Menge. 


verbliebene K- und 








Nr. K Ca Nr. K Ca Bemerkungen 
0 J 
1 0,07 10 0,60 Fe ba 
2 0.14 0,34 it 0.18 0.91 
4 0/22 0/29 8 0'30 165 
6 “ 0.27 19 0,00 0.67 
9 0.43 15 21 0,00 0.05 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich, hat der K- sowie der Ca-Gehalt 
der Nervi ischiadici von Kaninchen eine sehr verschiedene GriBe. Die 
Gesamtmenge der beiden Elemente ist aber, verglichen mit dem K- 
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und Ca-Gehalt des Serums oder auch der Blutkérperchen meistens vie! 
gréBer, was mit groBer Wahrscheiniichkeit auf die wichtige Rolle der 
Elektrolyten in der Funktion der peripheren Nervenfasern hinweist 
Was den Gehalt des rechten und linken Ischiadicus desselben Kaninchens 
an den genannten Elementen betrifft, fand sich das Ca in allen Fillen 
in anndhernd gleichen Mengen. Die K-Mengen waren aber auf der einen 
Seite nicht immer dieselben wie auf der anderen. Im Durchschnitt 
befindet sich im peripheren Nervenfaser mehr K als Ca, was aber nicht 
bestandig ist, da wir in etlichen Fallen! (s. Tabelle I, Nr. 4) gréBere 
Ca- als K-Mengen bekamen. Es gibt also zwischen dem K- und Ca 
xehalt des Nerven kein bestimmtes Verhaltnis. 


Wie die Tabelle Il zeigt, herrschen im Nervengewebe betreffend 
der Diffusion von K und Ca andere Verhaltnisse als im Muskelgewebe 
Im Nerven gibt es keine konstante Menge von indiffusiblem, gebundenem 
K oder Ca. Die GréBe des nach Ablauf von 24 Stunden im Nerven 
gebliebenen K und Ca zeigt groBe Schwankungen. In einigen Fallen 
diffundierte das K wahrend 24 Stunden ganzlich aus dem Nerven heraus 
was beim Ca nie der Fall war. AuBerdem ist die Menge des im Nerven 
verbliebenen Ca stets gréBer als die des Kaliums. Die Diffusion der 
genannten Stoffe hért nicht nach der sechsten Stunde auf, es besteht 
im Gegenteil eine unaufhérliche Diffusion im Verlauf der ganzen 
24 Stunden. 


Nach Beendigung der Bestimmungen an normalen, nicht vor- 
behandelten Nerven, haben wir die Versuche auch auf den folgenden 
Fall ausgedehnt. In Lokalandsthesie zum einen N. ischiadicus angelangt, 
wurde dieser in 2% iger, in physiologischer NaCl-Lésung geléster 
Cocain-HCl-Lésung 8 bis 10 Minuten lang gebadet. 


Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Tier durch Nackenschlag 
getétet und an den nicht vorbehandelten und mit Cocain vorbehandelten 
Nerven Diffusions- und Ca-Bestimmungen vorgenommen. Da wir 
annehmen miBten, daB der Nerv in der cocainhaltigen Lésung sein 
Gewicht vermehrt, haben wir, um vergleichbare Ergebnisse zu be- 
kommen, stets gleich lange Teile aus beiden Nerven herausgeschnitten 
und den Gehalt beider Teile an Ca miteinander verglichen. 


In den Fallen 23, 24, 25 der Tabelle III haben wir nach Heraus- 
nahme und Abwiegen der Nerven sofort nach Veraschung die Ca-Be- 
stimmung ausgefiihrt, die anderen Fille wurden mit Diffusionsversuchen 


1 Beim Kaninchen Nr. 8 der Tabelle III, wo der eine Nerv mit Cocain 
vorbehandelt war, fanden wir im nicht vorbehandelten Ischiadicus die 
folgende Zusammensetzung: K 1,42, Ca 2,56 in Prozenten der frischen 
Substanz. 








 _ 
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verbunden, die so vorgenommen wurden, wie die mit normalen Nerven, 
mit dem einzigen Unterschied, daB zum ersten Diffusionswasser des mit 
Cocain vorbehandelten Nerven auch Cocain-HCl in 1, %iger Menge 
zugegeben wurde, um die Cocainwirkung auf die Ca-Diffusion besser 
studieren zu kénnen. 


Es ist bekannt, daB neuerdings unter der Einwirkung von Narkoticis 
und Hypnoticis und sogar wahrend des normalen Schlafes im Blute 
eine Erniedrigung des Ca-Gehalts beobachtet und zur Erklarung dieser 
Tatsache eine Ca-Anreicherung des Gehirns waihrend des narkotischen 
Stadiums angenommen wurde (7) (Cloetta und Mitarbeiter: Thomann, 
Brauchli und Schnider). Der Beweis dieser Anreicherung ist aber bisher 
miBlungen, da der normale Ca-Gehalt der einzelnen Tiere erhebliche 
Schwankungen aufwies und so die Ausfiihrung vergleichender Versuche 
nicht méglich war 

Wir versuchten, die Frage, ob unter der Wirkung von Narkoticis 
eine Ca-Anreicherung im Nervengewebe entsteht, an peripheren Nerven 
zu studieren, wo, wie durch unsere Versuche gezeigt worden ist, der 
Ca-Gehalt beider Ischiadici eine annahernd gleiche ist. Wir/nahmen an, 
daB, wenn der eine Nerv mit einem basischen Narkoticum behandelt 
wird, der Ca-Gehalt dieses Nerven ein anderer sein wird wie im anderen, 
nicht vorbehandelten Nerven. 

AuBerdem haben wir, wie bereits schon friiher erwahnt, auch die 
Ca-Diffusionsverhaltnisse des zerschnittenen Nerven unter Cocain- 
wirkung, im Vergleich zum anderen, unter Cocainwirkung nicht stehenden 
Nerven, studiert, um von der eventuellen Verinderung der Permea- 
bilitat des Nerven ein Bild zu bekommen. Die Annahme von Permea- 
bilitatsanderungen bildet bekanntlich das Wesen der Narkosetheorie 
von Hoéber. 


Vom Ergebnis unserer Untersuchungen berichten wir in den 
Tabellen IT und IV. 
Tabelle 111. 


Ca-Gehaltsaénderung des Ischiadicusnerven unter Cocain-H Cl-Wirkung. 





Ca des Ca des Ca des Ca des 
: cocainierten Kontrolls , cocainierten Kontroll- 
Nr Nerven nerven Nr. Nerven nerven Bemerkungen 
0 0 0 

4 1,46 2,00 8 1,64 im See 
10 1,80 2,46 18 1,15 0,71 gedriickt 

il 1,61 1,72 23 0,10 0,10 

15 0.88 0.80 24 0.40 0.40 

16 0.79 0.66 Aa) 0.20 0.08 

17 G80 0.65 
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Tabelle IV. 
Wirkung von 44 %iger Cocain-HCl, gelést in 0,9°%iger NaCl-Lésung, aut 
die Ca-Diffusion aus dem zerschnittenen Nerven. 





Cades | Ca des Ca des Ca des 
N cocainierten | Kontroll- : cocainierten Kontroll- 
. erven nerven Nr Nerven nerven Bemerkungen 
%9 0 0 "lo 0 0 
( c o 26 ¢ In °/, der frischen 
9 0,19 0,09 15 0,36 0,31 PN Paced 
10 0,31 0,16 16 0,31 0,24 
11 0,24 0,12 17 0,20 0,14 
12 0),22 0,06 18 | 0,78 0,30 
13 0,21 0.17 20 | 0,84 0,25 





Wie aus der Tabelle [III zu ersehen ist, hat der in vivo mit Cocain 
behandelte Nerv meistens einen anderen Gehalt an Ca wie der un- 
behandelte Nerv; es herrscht aber hier keine GesetzmaBigkeit, da ganz 
unregelmaBig in dem mit Cocain behandelten Nerven manchmal mehr, 
manchmal weniger Ca vorhanden ist als im nicht behandelten Nerven. 
Es kommen sogar Fille vor, wo der Ca-Gehalt beider Nerven, ebenso 
wie wir es bei den nicht behandelten Tieren immer gefunden haben, 
ziemlich gleich ist. Einen Versuchsfehler konnten wir nicht finden. 
Dieser unser Befund ahnelt sehr den Ergebnissen von Cloetta und 
Brauchli (8), die unter Morphiumwirkung im Blute eine individuelle, 
ganz unregelmaBige Anderung des Ca-Spiegels beobachtet haben. 

Wahrend wir also bei diesen Untersuchungen keine eindeutigen 
Ergebnisse herauszubekommen imstande waren, beweisen die Daten 
der Tabelle IV eindeutig, daB unter Cocainwirkung aus dem zerschnittenen 
Nervengewebe wahrend der ersten 2 Stunden immer mehr Ca heraus- 
diffundiert als aus dem Kontrollnerven. Unter Cocainwirkung wird 
also dlie Nervensubstanz aufgelockert, sie wird fiir Ca mehr permeabel. 


Eine solche Auflockerung unter Cocain- und Novocainwirkung fand 
Baade auch an roten Blutkérperchen. Er untersuchte die osmotische 
Resistenz der roten Blutkérperchen mit einer ganzen Reihe pharmako- 
logischer Agenzien. Mit Cocain und Novocain konnte er schon in ganz 
niedrigen Konzentrationen fast immer Verminderung der Resistenz 
hervorrufen (9). 


Ob diese Auflockerung der Nervensubstanz einer langeren Ein- 
wirkung (2 Stunden) des Cocains zuzuschreiben ist, oder auch wahrend 
kiirzerer Zeit, wenn auch in erheblich geringerem Mabe eintritt, wurde 
von uns nicht entschieden. Jedenfalls wiirde die Annahme der rever- 
siblen Auflockerung der Nervensubstanz unter Cocainisthesie das 
Aufhéren der Erregungsleitung sehr anschaulich machen. 








id bed be 








Kalium- und Calciumgehalt der peripheren Nervenfasern. 3uy 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden K- und Ca-Bestimmungen an einer gréBeren Anzahl 
Kaninchen-Ischiadici vorgenommen. Der K- sowie der Ca-Gehalt des 
Nerven zeigt groBe individuelle Schwankungen. Die beiderseitigen 
N. ischiadici desselben Kaninchens enthalten jedoch ziemlich gleiche 
Ca-Mengen, was betreffend des K nicht immer der Fall ist. 


2. Der N. ischiadicus des Kaninchens enthalt im Gegensatz zum 
Muskelgewebe, wofiir nach Neuschlosz und Trelles eine konstante 
gebundene K-Menge charakteristisch ist, keine konstante indiffusible 
K- oder Ca-Menge. Das K sowie das Ca diffundiert aus dem zer- 
schnittenen Nerven im Laufe von 24 Stunden unaufhérlich heraus. 

3. Der Ca-Gehalt des Nerven verandert sich unter Cocainwirkung 
in vivo, meistens jedoch ohne GesetzmaBigkeit. 

4. Es diffundiert im Laufe von 2 Stunden aus dem zerschnittenen 
einen Ischiadicus in einer 1, °%iges Cocain-HCl enthaltenden physio- 
logischen NaC]-Lésung immer mehr Ca heraus als aus dem anderen 
Ischiadicus desselben Kaninchens in einer kein Cocain-H Cl enthaltenden 
physiologischen NaCl-Lésung. 
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Uber den Calciumgehalt des Herzmuskels. 


Von 
R. Kapeller und H. Kutschera-Aichbergen. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Universitatsinstitut und aus der 
1. medizinischen Klinik in Wien.) 


(Eingegangen am 3. Februar 1928.) 


Die Veranlassung fiir die folgenden Untersuchungen war enx 
immer wiederkehrende klinische Beobachtung: Bei chronisch Herz- 
kranken, z. B. bei Herzklappenfehlern, sehen wir oft durch Jahre ein 
prompte Wirkung der Digitaliskérper. Eingetretene Dekompensations- 
zustande werden durch Digitalis rasch beseitigt, der Puls wird in wenigen 
Tagen gréBer und langsamer, die Odeme werden ausgeschwemmt, die 
Dyspnoe verschwindet. Bei langerer Krankheitsdauer Jat aber die 
Wirkung der Digitalis und dann meist auch der anderen Herzmitte! 
immer mehr und mehr nach, und schlieBlich erweisen sich die bei dem 
gleichen Kranken friiher doch so wirksamen Digitalispraparate simtlich 
als véllig wirkungslos, ohne daB etwa eine Komplikation (rezidivierende 
Endokarditis, Pneumonie, Infarkte oder dergleichen) zur Grund- 
krankheit hinzugetreten zu sein braucht. Dieses Verhalten ist meist 
von tibler Vorbedeutung, und es kommt bald zum exitus letalis. Wir 
wissen in solchen Fallen nicht, warum die Digitalis plétzlich nicht mehr 
wirkt und was die Ursache der unanfhaltsam fortschreitenden Herz- 
schwiche ist. Auch nach dem Tode kann die Erklarung fiir das zum 
Tode fiihrende Versagen des Herzens in der Regel nicht gegeben werden, 
vielleicht, weil folgendes zu wenig beriicksichtigt wird: Das Herz ist 
nicht nur eine Pumpe, sondern gleichzeitig auch der Antriebsmotor 
dieser Pumpe ein Motor, dessen Energie durch sehr komplizierte 
chemische Umsetzungen erzeugt wird. Die tibliche Untersuchung be- 
schrankt sich aber gewéhnlich darauf, nur die Bestandteile vor allem 
die Ventile der Druckpumpe genauestens zu examinieren und nur 
die mechanischen Schiden im Herzen und in der Peripherie' zu regi- 


' Auszunehmen sind hier Eppinger, Kisch und Schwarz, welche auch 
chemische Schdden in der Peripherie bei leicht dekompensierten Herzkranken 
nachgewiesen haben. Es wiirde zu weit vom vorliegenden Thema ableiten, 
wenn hier auf diese interessanten Untersuchungen naéher eingegangen 


werden sollte. 
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strieren; eine Uberpriifung der Stérungen in der Energicerzeugung 
dagegen unterbleibt. Die morphologische Untersuchung zeigt, daB die 
mechanischen Beschadigungen der Pumpe sehr verschieden schwer 
sein kénnen, wenn das Herz versagt, und daB sie manchmal viele Jahre 
lang ohne nennenswerte Funktionsstérungen bestanden haben, dab 
also offenbar gewéhnlich nicht mechanische Beschidigungen allein, 
sondern vor allem Stérungen in den die Antriebsenergie liefernden 
chemischen Umsetzungen, also zentrale chemische Stérungen im Herz- 
motor, fiir das Stillstehen des Herzens ausschlaggebend sind 


Es wird sich also darum handeln, die pathologische Chemie des 
Myokards, iiber die wir noch recht wenig wissen!, etwas niher zu unter- 
suchen. Diesem Gedankengang folgend, bringen wir in der vorliegenden 
Mitteilung einen Bericht tiber den Calciumgehalt des menschlichen 
Herzens. Der Calciumgehalt interessiert in diesem Zusammenhang 
aus folgenden Griinden: 


1. Das Calcium ist fiir die Funktion des Herzens unbedingt not- 
wendig (Ringer, O. Léwi u. a.). 


2. Bei der kiinstlichen Durchspiilung gibt der Froschherzmuskel 

Calcium an die Speisungsfliissigkeit ab (Béhm, Arima). Die GréBe 
der Calciumabgabe des Herzmuskels ist von der Calciumkonzentration 
der Speisungsfliissigkeit unabhangig (Lieb und Léwi). 
3. Die Wirkung der Digitaliskérper ist an die Anwesenheit von 
Calcium gebunden, sei es, daB Calciumionen dem Herzen mit det 
Speisungsfliissigkeit zugefiihrt werden, sei es, daB Calcium aus dem 
Myokard in die Fiillfliissigkeit tibertritt (O. Léwi). 

Hierzu ist noch folgendes zu bemerken: Zu 2. Bei der kiinstlichen 
Durchspiilung wird der Herzmuskelimmer schwacher (,,hypodynamisch“‘). 
Gleichzeitig verliert er immer mehr Calcium. Es ist also daran zu 
denken, daB der Calciumverlust des Herzmuskels im Experiment 
mit de: zunehmenden Herzmuskelschwache in irgend einem Zusammen- 
hang stehen kiénnte. Zu 3. Wenn wir die Frage weiter verfolgen, an 
welcher Stelle, genau genommen, das Calcium eigentlich ,,anwesend* 
sein miisse, damit die Digitalis ihre Wirkung auf den Herzmuskel 
entfalten kénne, dann ergibt sich, daB das Calcium an einer Stelle an- 
wesend sein muB, die mit der kontraktilen Substanz zumindest in 
Beriihrung steht. Mannigfache Griinde, die von Mines, Schell »mg 
und anderen dargelegt worden sind, sprechen dafiir, daB diese Stelle 
die Grenzmembranen der Muskelfasern sind, zu welchen das Calcium 


' Vgl. Kutscheras chemische Myokardbefunde in anatomisch nicht 
erklarbaren Fallen ..schwerster Herzinsuffizienz™. 
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entweder aus der Speisungsfliissigkeit oder aus den Calciumstapeln 
des Myokards herangeschafft werden mub. 

Vor der Besprechung der eigenen Untersuchungen wollen wir kurz 
auf die bisher bekannten Daten iiber den Calciumgehalt normaler 
und kranker menschlicher und tierischer Herzen eingehen (s. Tabelle I) 


Tabelle I. 
Literatur tiber den Calciumgehalt des Herzens. 








Autor Fall Krankheit “ Methode 
mg: 
A. Menschenherzen. 
Magnus - Levy Erwachsener normal 47 
” 27 
| Verblutung 10 
a Anaemia pernic. 30, 40 Makro- 
ts ; " Pueumonie 24, 60 chemisch 
Carcinom 100—500 
Dennstedt und Rump/ . Nierenkranke 32—118 
Stoeltzner Kinder Lues, Rachitis 39— 75 
Bb. Tierherzen. 
Gley und Richaud Hunde normal 115, 132 
Dieselben Kaninchen 45—124 —— 
Aloy Hunde : 127—198 |} cnemisch 
Heubner und Rona Katzen % 40— 58 
Dieselben - mit Calcium Jansen 
behandelt 39— 96 | 
Hecht ‘- ebenso 22, 29 de Waard 


Die Werte sind von den Autoren teils auf Calciumoxyd, teils auf Calcium 
berechnet und beziehen sich in den meisten Fallen auf frische ungetrocknete 
Substanz. Um die Zahlen untereinander vergleichen zu kénnen, wurden 
alle Werte auf Calcium und trockene Substanz berechnet und alle Zahlen 
in Milligrammprozenten angegeben. Der Berechnung auf Trockensubstanz 
wurde entweder der ven den Autoren selbst (Dennstedt und Rumpf) an- 
gegebene Wassergehalt der Herzen zugrunde gelegt oder wenn keine 
solche Angaben vorlagen, wurde ein Wassergehalt von 80° angenommen. 

Uber normale menschliche Herzen liegen nur zwei Zahienangaben 
in dieser Zusammenstellung vor: Moraczewski fand 27 mg-°,, Magnus- 
Levy 47 mg-°%, (makrochemisch). Alle Angaben iiber den Calcium- 
gehalt der Herzen kranker Menschen schwanken in tiberraschend weiten 
Grenzen (10 bis 500 mg-°%,), ebenso die Angaben tiber den Calcium- 
gehalt von Tier) erzen, soweit dieser Gehalt makrochemisch bestimmt 
worden ist (45 bis 192 mg-%). Es erscheint nicht sehr wahrscheinlich, 
daB der Calciumgehalt des Herzens so enorm veranderlich sei (10 bis 
500 mg-%). Vielleicht ist diese merkwiirdige Variabilitat doch eher 
durch Fehler der Methodik erklarbar. 
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Wir werden schon dadurch zur Vorsicht in dieser Beziehung gemahnt, 
daB Moraczewski seine auffallend differenten Trockenprozentwerte selbst 
mit den Worten erklart, daB sie ,,gewiB auf Fehler zu beziehen sind“. Und 
dabei ist doch die Methodik der Wasserbestimmung relativ einfach. 


Die mikrochemisch gewonnenen Calciumwerte, welche Heubner 
und Rona an Katzenherzen nach der Methode von Jansen gewonnen 
haben, schwanken in engeren Grenzen von 40 bis 96 mg-°%. Noch enger 
sind die Grenzen, in denen die Calciumwerte schwanken, die Hecht bei 
Katzenherzen nach der Methode von de Waard gewonnen hat (22 bis 
29 mg-%). 

Fehlerhafte Bestimmungen kénnen nicht nur durch Mangel der 
chemisch-analytischen Methede, sondern auch noch durch andere 
Umstande bedingt sein: Wenn z. B. bei der chemischen Verarbeitung 
von Herzen die Coronararterien, die bei alteren Personen so haufig 
viel abgelagerten Kalk enthalten, in die Untersuchung mit einbezogen 
werden, dann kénnen die an sich ja sehr niedrigen Werte des Muskel- 
kalks durch diesen Depotkalk sehr stark veraindert werden. 


Eigene Untersuchungen. 


Da es darauf ankommt, nur das im Herzmuskelgewebe in feinster Ver- 
teilung enthaltene, mikroskopisch natiirlich unsichtbare Calcium zu_be- 
stimmen, wurden die zur Untersuchung bestimmten, aus den frischen Herzen 
herausgeschnittenen Muskelstiickchen sorgfaltig von Perikard,/ Teilen der 
Herzklappen, Sehnenfaden und makroskopisch erkennbaren Asten der 
Coronararterien freiprépariert. Von jedem Stiickchen wurde eine Probe 
zur mikroskopischen Kontrolle entnommen, so da8 man sich in jedem 
Falle iiberzeugen konnte, da8 wirklich nur reines, morphologisch normales 
Muskelgewebe zur Untersuchung gelangte, nicht aber eingesprengtes Fett- 
gewebe, bindegewebige Narbenherde oder Ablagerungen von in groben 
Teilchen niedergeschlagenem toten Kalk. Die Muskelstiickchen wurden 
fein zerschnitten, nach mehrstiindiger Vortrocknung pulverisiert und 
dann bei 90° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Eingewogene Mengen 
von diesem Muskelpulver wurden der Calciumbestimmung nach der Methode 
von de Waard zugefiihrt. Aus Griinden der Objektivitét wurde die Arbeit 
unter die beiden Verfasser derart verteilt, daB der eine die Organpulver 
herstellte, wahrend der andere die Calciumbestimmungen vornahm, ohne 
die klinischen und anatomischen Daten der Fille zu kennen. 

Jansen verascht die Organsubstanz und befreit die Asche von 
Eisen und Phosphorséure; er fallt dann das Calcium als Oxalat und gliiht 
es zu Calciumoxyd. Letzteres wird dann mit einer gemessenen Menge 
Séure versetzt und der Uberschu8 derselben azidi- oder jodometrisch 
bestimmt. Das Verfahren beansprucht nach Hecht viel Zeit und gibt zu 
hohe Werte. Nach den Erfahrungen, die im Institut fiir medizinische 
Chemie gemacht worden sind, wurde das Verfahren von de Waard dem 
von Jansen vorgezogen (vgl. auch Hechts Angaben dariiber). 

Die Methode von de Waard beruht darauf, daB die Analysensubstanz 
mit Salzséure verascht wird und die salzsaure Aschelésung in vom Autor 
beschriebenen Zentrifugierréhrchen mit einer gesaéttigten Ammonoxalat- 
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l6sung unter Zusatz einiger Tropfen konzentrierten Ammoniaks und hierau 
einiger Tropfen Eisessig gefaéllt wird. Phosphate und Oxalate des Magnesiums 
und Eisens, sowie Calciumphosphat fallen aus dieser Lésung nicht aus, 
so daB der Niederschlag nur aus Caleiumoxalat besteht. 


Da die quantitative Zerstérung und Oxydation gréBerer Mengen 
organischer Substanz und ihrer Kohle Schwierigkeiten macht, ist es vorteil- 
haft, statt wie de Waard mit konzentrierter Salzsiure im Platintiegel vor- 
sichtig mit konzentrierter Salpeterséure im Kjeldahlkolben aus Pyrexglas 
zu veraschen und im selben Kolben zur Trockne zu bringen. Die Asch« 
wird in salpeterséurehaltigem Wasser aufgenommen, in ein Zentrifugier 
réhrchen hiniibergespiilt und der Pyrexkolben zweimal mit wenig destil 
liertem Wasser nachgewaschen. Das Fliissigkeitsvolumen ist hierbei gréBer 
als es nach der Vorschrift von de Waard zulassig ist, weil gefunden wurde, 
daB die verminderte Konzentration der stérenden Stoffe die vollstandige 
Ausfallung des Calciumoxalats begiinstigt (vgl. Hecht). Das Zentrifugenrohi 
wird dann in ein heiBes Wasserbad gesteckt und das doppelte Volumen 
einer gesattigten Ammonoxalatlésung zugesetzt. Der Uberschu8 an Ammon- 
oxolat ist bei dem vergréerten Fliissigkeitsvolumen notwendig. Hierauf 
wird mit einigen Tropfen konzentrierten Ammoniaks bis zum deutlichen 
Auftreten des Ammoniakgeruches und darauf so lange mit einigen Tropfen 
Hisessig versetzt, bis die Fliissigkeit nach dem Umschiitteln darnach riecht 
In Anbetracht des gréBeren Fliissigkeitsvolumens ist es vorteilhaft, nicht 
wie de Waard vorschreibt, sofort zu zentrifugieren, sondern erst nach einiger 
Stunden. Der Niederschlag wird zweimal mit je 2 cem destillierten Wassers 
gewaschen und durch Zentrifugieren vom Waschwasser befreit, in 1 cen 
Schwefelséure (1:4) gelést, auf 50° am Wasserbad erwarmt und mit einer 
genau gestellten n/100 Kaliumpermanganatlésung titriert. 


de Waard gibt an, daB man mit seiner Bestimmungsmethode eine 
Genauigkeit von 0,002 mg Calcium erreichen kann, wenn man bis 0,01 cem 
Kaliumpermanganat genau arbeitet. Er selbst halt Kontrollbestimmungen 
fiir dringend erforderlich, weil jede Einzelbestimmung oft einige Hundertstel 
Kubikzentimeter Abweichung geben kann, hebt aber hervor, daB bei Aus 
fiihrung mehrerer Bestimmungen der Ablesungsfebler auf 0,001 mg Calcium 
herabgesetzt werden kann. Die Angaben von de Waard kénnen durchaus 
bestatigt werden. Die erfolgreiche Handhabung der Methode erfordert 
grobe Ubung und genaues Arbeiten. Die Veraschung mu8 unter bestimmter 
VorsichtsmaBregeln vorgenommen werden. Niederschlagen und Wascher 
des Calciumoxalats miissen ohne Verluste durchgefiihrt werden. Besondere 
Ubung und Aufmerksamkeit sind jedoch beim Titrieren erforderlich, und 
hier sind die meisten Fehlerquellen zu suchen. Man mu8 die auf 50° er 
warmte Fliissigkeit im Anfang sehr rasch titrieren, spater soll man seh: 
vorsichtig Tropfen fiir Tropfen der n/100 Kaliumpermanganatlésung 
zuflieBen lassen, wobei die Trépfchen zum Schlu8 sehr klein (entsprechend 
0,005 cem) ausfallen sollen. Wird beim Titrieren nicht sehr flott gearbeitet, 
so erhaélt man oft die abweichendsten Resultate. Hat man jedoch einmal! 
durch haufige Wiederholung der einzelnen Operationen und durch pein- 
lichstes Einhalten aller VorsichtsmaBregeln eine Ubung und Gewandheit 
erreicht, so bekommt man sehr gut iibereinstimmende Werte. 


In der vorliegende Arbeit wurden in jedem Falle die einzelnen Analyse: 
so oft wiederholt, bis tibereinstimmende Werte, welche allein beriicksichtigt 
worden sind, erhalten wurden. 
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Da die angewandten Biiretten in Hundertstel Kubikzentimeter geteilt 
sind, kénnen solche und auch die Halfte davon noch genau abgelesen werden. 


Es ist selbstverstandlich, daB8 gréBere Einwagen eine gréBere Genauig- 


keit ermdéglichen. 


Wo die Einwage wesentlich unter einem halben Gramm 


war, liegt es daran, da8 zur Untersuchung aus dem sehr diinnen rechten 
Ventrikel des menschlichen Herzens immer nur wenige Gramm der Trocken- 
substanz zur Verfiigung standen, an welchen auBer den Ca-Bestimmungen 
noch andere Untersuchungen ausgefiihrt wurden. 


Tahelle 11. 





Trocken- 
substanz 


e 


0.5482 
0,5199 
0.5375 
0.6558 
0,6577 
0.5985 
0,4795 
0,4663 
0,5170 
0.5926 
0.3172 
0,2716 
0.3627 
0.5097 
0,3770 
1,2998 
0,3419 
0.3052 
0.3112 
0,5044 
0.4855 
0.5687 
0.4824 
0.4188 
0.2742 
0,2134 
0.4401 
0.2919 
0.3315 
1,2428 
0.8353 
2841 
0.3459 
0.3018 
0,4446 
0.4112 
1,3282 
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Anzahl der vers 
brauchten com 
0.0101In KMnO, 


0.70 
0,65 
0.68 
O82 
0.83 
0,77 
0,615 
0.69 
0,65 
0,63 


0,40 
0.34 
0.46 
0,65 
0.48 
1,61 


0,44 
0.39 
0,395 
0,64 


0.65 
0.77 
0,545 
0,475 
0,28 
0.215 
0,45 
0,25 
0.345 
1,22 
0.83 
0.285 
0.35 
0,33 
0,47 
0445 
1.39 


25,03 
25.74 
25,56 
25.64 
25,38 
26,78 
9798 
22.84 
22.86 
20,43 
29,34 
29,45 
20,42 
21,05 
19.84 
20,6 
29,27 
20,23 
21,87 
21,14 
21,88 
21.14 
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Klinische und pathologisch-anatomische Daten. 


Fall 1. Mann, 21 Jahre. Selbstmord durch Durchschneiden beider 
Halsschlagadern und der Trachea. Die Obduktion! ergibt sonst einen 
véllig normalen Organbefund. Todesursache: Verblutung. 


Fall 2. Mann, 68 Jahre. Chronische Sepsis, Aleukie, Andmie, hohes 
Fieber*. Bei der Obduktion finden sich Ulzerationen beider Stimmbander, 
phlegmonése Infiltration der Nasenschleimhaut mit partieller Sesquestration 
der rechten unteren und mittleren Muschel, Lobulérpneumonie beiderseits, 
das Herz schlaff, sonst ohne Besonderheit. 


Fali 3. Mann, 53 Jahre. Aortis luetica. Seit 2 Jahren allméhlich zu 
nehmende kardiale Dekompensation, immer mehr zunehmende Odeme 
und Dyspnoe, Herzmittel in den letzten Monaten wi: kungslos, agonal auch 
Lungenédem. Autopsie: starke Erweiterung der Aorta, leichte Insuffizienz 
der Aortenklappen, betrachtliche Hypertrophie des linken Herzens, der 
rechte Ventrikel mehr dilatiert als der linke. Im Herzen finden sich mikro- 
skopisch an manchen Stellen kleinste Fibroseherdchen, zuweilen auch 
geringe Anhéufungen von Lymphocyten. Viele hypertrophische Fasern 
mit groBen Kernen. 


Fall4. Frau, 38 Jahre. Vasculdre Schrumpjniere. Blutdruck 200 
bis 240 mm R. R., wiederholt Anfalle von Lungenédem, die durch Morphium 
beseitigt werden. Perikarditis uraémica, Rest-N 98, zuletzt eklamptischer 
Anfall, BewuBtlosigkeit, Patientin fast pulslos, exitus 24 Stunden spiter. 
Autopsie: Arteriolosklerose der Nieren auf dem Boden chronischer Pyelo- 
nephritis, konzentrische betrachtliche Hypertrophie des Herzens, besonders 
des linken Ventrikels, Perikarditis fibrinosa, Lungenéddem. Nur geringe 
Stauung vor dem rechten Herzen, d. h. im groBen Kreislauf. Histologisch 
das Myokard ohne Besonderheit. 


In diesem Falle hatte der linke Ventrikel gegen den im groBen Kreislauf 
erhéhten Blutdruck eine vermehrte Arbeit zu leisten, die er schlieBlich 
nicht mehr bew4ltigen konnte; es bot sich das Bild der Linksinsuffizienz bei 
noch kraftigem rechten Herzen. 


on Falli5. Frau, 46 Jahre. Mitralstenose und Insuffizienz, chronische 

Sepsis. Embolische Nephritis, zeitweise Fieber bis 39°. Trotz aller an- 
gewandten Cardiaca unaufhaltsam zunehmende kardiale Dekompensation : 
Dyspnoe, geringere Stauung im kleinen, stérkere Stauung im groBen Kreis- 
lauf. Autopsie: Knopflochstenose der Mitralis mit jiingeren thrombotischen 
Auflagerungen, /eide Herzkammern sehr dilatiert, aber wenig hypertroph, 
sehr weiter linker Vorhof, braun indurierte, aber trockene Lungen, dagegen 
Ascites, Hydrothorax, Gdeme. Embolische Nephritis. 


Demnach ist wohl nicht die mechanische Behinderung des Kreislaufes 
durch die Mitralstenose die unmittelbare Todesursache, sondern die Schwache 
beider Herzkammern bei Vitium + Sepsis. 


1 Sémtliche Obduktionen wurden im pathologisch-anatomischen Uni- 
versitétsinstitut vorgenommen. Herrn Prof. Maresch sind wir fiir die 
Uberlassung des Materials zu besonderem Danke verpflichtet. 

* Aus den Krankengeschichten und den ausfiihrlichen Obduktions- 
befunden wird nur das, was fiir das Versténdnis des folgenden notwendig 
ist, in méglichster Kiirze hervorgehoben. 
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Histologisch finden sich in beiden Herzkammern viele auffallend helle, 
mit Eosin weniger farbbare Muskelfasern, sowie Spuren feintropfiger Fett- 
ablagerung in den Muskelfasern, rechts auBerdem eine ganz geringfiigige 
(nur mikroskopisch nachweisbar!) Fettdurchwachsung. Die Wand des 
linken Vorhofes ist 2mm dick. 

Fall6. Mann, 36 Jahre. Mitralstenose. Seit 8 Jahren wiederholt 
Herzbeschwerden, 5 Tage vor dem Tode wesentliche Verschlechterung, 
andauernde gréBte Atemnot, sehr groBe Leber, Hydrothorax, Cyanose, 
Blutdruck nur 80 bis 90 R. R. Herzmittel wirkungslos. Autopsie: Knopf- 
lochstenose der Mitralis, hochgradige Stauung im groBen Kreislauf, aber 
trockene Lungen, der rechte Vorhof noch weiter als der dilatierte linke 
Vorhof. 

Demnach ist auch hier nicht die mechanische Behinderung des Kreis- 
laufes durch die Knopflochstenose die unmittelbare Todesursache (keine 
Anstauung vor dem mechanischen Hindernis!), sondern die Erschépfung 
des rechten Ventrikels, der gegen den erhéhten Druck im kleinen Kreislauf 
anzukampfen hatte. 

Histologischer Befund: Ziemlich dichte, feintropfige Fettablagerung 
in den Muskelfasern, links ebenso wie rechts, links deutlich mehr Lipo- 
melanin wie rechts, die Wand des linken Vorhofes ist 4 bis 7 mm dick. 





Besprechung der Ergebnisse. 


1. In vier gesunden Rinderherzen wurde ebenso wie in den Herzen 
eines normalen erwachsenen Mannes in vielen Parallelbestimmungen 
immer wieder ein Wert von 25 bis 25,7 mg-°(, Calcium gefunilen. Dieser 
Wert scheint also im normalen Herzen des Menschen und des Rindes 
ein konstanter zu sein. Er ist der gleiche wie der von G. Hecht im 
Katzenherzen gefundene Mittelwert von 25,5 mg-°%. Zwischen der 
rechten und Jinken Herzkammer besteht beim Gesunden kein Unter- 
schied. Hecht ist der einzige Untersucher, der die gleiche Methode 
der Calciumbestimmung verwandte wie wir. 

2. In einem Falle von chronischer Sepsis und in einem Falle von 
Aortitis luetica finden sich normale Calciumwerte im, Myokard?. 

3. Bei einem Falle, von Linksinsuffizienz des Herzens findet sich 
eine Verminderung des Calciumgehaltes in der linken, also gerade in 
der insuffizienten Herzhdlfte, die rechte Herzhdlfte dagegen weist hier 
eher einen leicht vermehrien Calciumgehalt auf. 

4. In zwei Fallen von Herzklappenfeblern, bei welchen schlieBlich 
alle Herzmittel versagt hatten, sind in beiden Herzkammern die Calcium- 
werte betrichtlich erniedrigt, im Falle 6 besonders in der mehr iiber- 
anstrengten rechten Kammer 


' Diese Fille sind zum Unterschied von den Normalfallen nicht durch 
Verbluten zugrunde gegangen. Der Blutgehalt des Herzmuskels ist nach 
dem Tode sehr gering, wie die mikroskopische Untersuchung zeigt. Er 
scheint bei solchen quantitativen Bestimmungen ohne Belang zu sein. 








40s RK. Kapeller u. H. Kutschera-Aichbergen: Calcrumgehalt usw 


5. Der Calciumgehalt ist anscheinend nicht von dem Lipoid 
gehalt? des Herzmuskels abhingig. Es wiirde zu unrichtigen Vor 
stellungen fiihren, wenn man etwa den Calciumgehalt auf die fettfreix 
Trockensubstanz berechnen wollte, denn der mit wasserfreiem Athet 
aus dem getrockneten Herzpulver gewonnene Extrakt enthalt Calcium 

Nach den bisher vorliegenden Untersuchungen scheint es wahr 
scheinlich, daB dieses Calcium an Lipoid gebunden ist. Channon und 
Chibnall haben aus dem Atherextrakt von Kohlblittern zwei Calcium 
phosphatidverbindungen rein darstellen kénnen. In den mit Ather 
extrahierten Phosphatidfraktionen von tierischem Material wurde 
schon wiederholt Calcium nach gewiesen, so von Thudichum, Diaconow 
Parnas, Wadsworth und Maltaner (zitiert nach Channon und Chibnall) 

6. Die Grundfrage, von der ausgegangen wurde, ob der Calcium 
gehalt des Myokards bei Herzinsuffizienz verandert sei, 1aBt sich nun 
folzendermaBen beantworten: Im manclhen, aber nicht in allen (Fall 2 
und 3) Fallen von Herzinsuffizienz ist der Calciumgehalt des Herzmuskels 
vermindert. Besonders auffallend ist es, dap diese Abnahme des Calcium 
gehalts zuweilen nicht das ganze Herz gleichmdfig betrifft, sondern dap 
der Calciumverlust in den am meisten iiberanstrengten Abschnitten des 
Herzens am deutlichsten ausgeprdyt ist 
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1 Auf die chemischen und mikroskopischen Lipoidbefunde im Myokard 


wird in einer spéteren Mitteilung néher eingegangen werden. 

















Fermentative Prozesse als Ursache der 
(iottliebschen Entgiftung herzverankerter Digitalissubstanzen. 


Von 
). Steppuhn und J. Nolle. 


Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 


staatlichen Chemo-Pharmazeutischen Forschungsinstituts Moskau.) 


(KE ingeqangen am 6. Januar 1928.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Jedem, der viel mit Auswertung von Digitalisblattern oder Prii- 
paraten am gefensterten Froschherzen zu tun hat, fallt die bemerkens- 
werte Erscheinung der von R. Gottlieb! zuerst beschriebenen ,,Ent- 
giftung’‘ auf. Ganz allgemein ist zu sagen, dab das mit night tédlichen 
Dosen vergiftete Froschherz nach kiirzerem oder lingerem Stillstand 
wieder zu schlagen beginnt. Nach Injektion der eben zum Stillstand 
fiihrenden Grenzgaben ist eine Entgiftung Regel. Den Mechanismus 
dieser Erscheinung zu erklaren, versucht Gottlieb kaum. Er nimmt 
mehr als Hypothese an, daB die Entgiftung dem ganzen Stoffwechsel 
eventuell der Leber zuzuschreiben sei, da die isolierten Herzen viel 
seltener entgiftet werden; seltener, aber doch somit besitzt das Herz 
selbst Vorrichtungen der Entgiftung. Sollte die Entgiftung auch durch 
andere Organe. besser gesagt in anderen Organen, vor sich gehen, so 
kénnte man nur an verringerte Speicherung im Herzmuskel denken; 
bei bereits stillstehendem Herzen kommt aber dieses ja iiberhaupt 
noch kaum in Betracht 

Auf S. 118 der zitierten Arbeit schreibt Gottlieb, dab zur Annahme 
einer Zerstérung des Giftes durch Herzfermente keinerlei Anhalts- 
punkte bestehen; dieses im Falle eines isolierten Herzens, wo Gottlieb 
eine solche fermentative Tatigkeit der vom Herzen abgegebenen 
Fermente in die Nahrfliissigkeit selbst verlegt. Als SchluBfolgerung 
schreibt er, daB die Entgiftung im Herzen selbst erfolgen mubB. Nun 
schien uns der Gedanke nahehegend, daB sie im Herzen selbst durch 
fermentative Prozesse vor sich gehen kann 

Soviel uns bekannt, liegen diesbeziigliche Versuche nicht vor Eine 
Reihe von Autoren hat die Einwirkung von Magen-Darmfermenten aut 


1 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 83, 117. 
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herzaktive Glykoside untersucht! und eine Herabsetzung der Wirkunyg 
durch diese finden wollen. F. Johanessohn? fand dagegen bei einer Revisior 
dieser Feststellung mit besserer Methodik, dab eine teilweise Entgiftuny 
fiir Strophantin wenigstens) im Verdauungstraktus nicht durch Fermente 
sondern durch H* bzw. OH’ bewirkt wird. Soweit Verdauungsfermente 
Ob eine termentative Spaltung durch Herzmuskelfermente bestehen kann 
dariiber wissen wir nichts, und doch liegt der Gedanke nahe. Gottlieb schreibt 
selbst. dali das festgebundene (an die Muskelsubstanzen) Cift noch eine: 
allmahlichen ZerstOrnuing zugianglich ist. Dab’ aber bei einer Spaltung det 
Aktivg!vkoside auch Abschwachung der Herzwirkung eintritt, ist ebenfalls 
bekannt (Straub). 

Wenn die Entgiftung in einem stillstehenden Herzen vor sich geht 
so ist der Zustand eines stillgelegten Herzens mit einem der Autolyss 
anheimgefallenen Organ zu_ vergleichen Die von auswarts her 
kommenden Regulationsprozesse sind ausgeschaltet, die dadurch 
bedingten zelluliren Regulationsmechanismen im Herzen selbst liegen 
still und das Herz verfiigt nur dariiber, was es selbst besitzt; dieses 
geniigt, um das stillstehende Herz wieder zum Schlagen zu _ bringen 
aber nicht nach beliebiger Pause. War die Pause zu lang, so hat untet 
anderen desorganisierenden Momenten auch die Autolyse um. sich 
gegriffen und die Belebung ist vergeblich. DaB die Autolvse im still 
velegten Herzen sofort beginnen kann, ist klar, dab die Entgiftung 
gerade im stillstehenden Herzen beobachtet wurde, haben wir dar 
gelegt. Es lag nahe zu untersuchen, ob die Herzautolyse in Gegenwart 
von aktiven Digitalissubstanzen in vitro zu einer Abschwachung det 
Giftwirkung fiihrt 

Methodisch wurde folgendermaBen verfahren 

Einem aus der Art. carotis entbluteten und von der Vena jugul. aus 
mit warmer Ringeriésung durchgespiilten Tiere (Kaninchen oder Hund) 
wurde das Herz entnommen, von Fettgewebe befreit, in Stiicke geschnitten 
uml mittels einer Hackmaschine zerkleinert. Nach Verreiben mit Seesand 
wurde eine 20°,ige wasserige Suspension hergestellt und nach tiichtigem 
Schiitteln in zwei Erlenmeyerkolben zu gleichen Teilen eingetragen. In 
eines der Kélbchen wurden 10°, des russischen Digitalispraparats ,,Digi 
norm R* (1 cem 6.5 F. E.4) nach Abdunsten von Alkohol und Auffiiller 
mit Wasser eingetragen, In das andere entsprechend 10°, Wasser. 

Beide Kélbchen wurden, wo nicht besonders vermerkt, fiir 72 Stunden 
der Autolyse bei 37° iiberlassen und nach Verlauf dieser Zeit mit kolloidalem 
Eisen enteiweibt. Beide Filtrate wurden dann mit Ringerlésung vermischt. 
» an urspringlicher 


und zwar so, dai sie in entsprechenden Versuchen | 
Diginormlésung euthielten. fiir das von Diginorm freie Kélbchen (Kontrolle) 
wurde dieselbe Verdiinnung beibehalten. 

Die Herzwirkung dieser Autolysate wurde nach Jacoby am isolierten 
Froschherzen untersucht oder in anderen Versuchen am gefensterten Herzen. 


! Literatur s. bei F. Johannessohn. 
2 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 7S, 83. 
Diese Zeitschr. SO, 72, 1917. 
* Em dem Knollschen ,,Digipurat™’ analoges Praparat. 
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Wir wollen selbstverstandlich nicht alle erhaltenen Pulskurven 
uifiihren Bei jeder Abbildung ist vermerkt, wieviel der einzelnen 
Versuche gemacht wurden Am SchluB ist eme Tabelle gegeben. aus 
welcher die Mittelzahlen der Zeiten vom Beginn der Giftwirkung bis 
wn Herzstillstand zu ersehen sind 

Vor allen Dingen muBte die Herzwirkung von Autolysaten unter 
sucht werden. Die Einzelheiten der Autolyseanordnung sind aus dem 
Obigen zu ersehen Konzentration der Nabrfliissigkeit an Autolysat 


war 5: 100 und 10: 100 
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Abb. 1. 
Norm. Autolysat 5:10. 9% Versuche 





Abb. 2. 


Norm Autolysat 10: 100. 5 Versuche 


Wie ersichtlich. kann man wohl nicht von irgend einer Herz 
wirkung der Autolysate unter gegebenen Versuchsbedingungen sprechen 
Dab die Autolysate sauer sind, ist bekannt, die Sauerung tibersteigt 
aber nicht Pu etwa 6 (Severinghaus), andererseits besitzt auch die 
Ringerlésung einiges Pufferungsvermégen So oder anders kommt 
es nicht zu eimer Wasserstoffionenwirkung, von der Johannessohn 
(I. ©.) spricht 

Betrachtet man nun die Abb. 3. die das Bild einer Herzentgiftung 


mit dem Digitalispraparat ..Diginorm™ zeigt. so sieht man, dab beimahe 





Abb. 3 
Nort ~Diginorm”™ 1: 100 3 Versuche. 
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sofort nach Applikation ausgesprochene Pulsverlangsamung. Tonus 
steigerung und VergréBerung des Schlagvolumens  eintritt Nac} 
8 Minuten tritt Herzstillstand ein 

Die nachste Abb. 4 zeigt die Wirkung einer mit Diginorm det 
Autolyse iiberlassenen Herzbreiaufschwemmung Die Konzentration 
an Diginorm blieb natiirlich diese!lbe In zwolf Versuchen trat det 
Herzstillstand im Mittel nach 22 Minuten ein. gegeniiber 9 Minuten 


im reinen Diginormversuch 





Abb. 4 


Norm »Diginormautolysat* 1: 100. 12 Versuche. 


Die Kontrollen seien gleich hier angefiigt 

Sollte die Abschwachung der Wirkung durch eine Spaltung det 
Glykoside oder wenigstens eines derselben erklirt werden kénnen 
so durfte 1. die gekochte Herzbreiaufschwemmung mit derselben Menge 
..Diginorm* unter denselben Bedingungen keine Abschwachung det 
Digitaliswirkung ergeben; 2. die ex-tempore, kurz vor dem Versuch 
gemachte Herzautolysat-Diginormmischung muBte ebenso  wirken 
wie reines ..Diginorm* Die entsprechenden Versuche sind aus den 
Abb. 5 und 6 zu ersehen. Im ersten Falle tritt der Herzstillstand. wie 


a gay 
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Abb. 5 


Norm Diginorm + aufgekochter Herzbrei fur 72 Stunden im Thermostaten. 9% Versuc 
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Abb. 6 


Norm \utolysat-Diginormmischung (ex tempore) 1: 100° 11 Versuche 
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bei reiner Diginormlésung, nach 8 Minuten. im zweiten Falle sogat 
nach 9 Minuten ein bzw. im Mittel nach 10 und 9 Minuten. wie aus 


der weiter folgenden Tabelle ersichtlich ist 


Wir fiihren nicht die Kurven an. welche den Unterschied det 
reinen Diginormwirkung 1:200 und nach entsprechender Autolyse 
demonstrieren Im ersten Falle tritt der Herzstillstand etwa nach 
14 Minuten ein, im zweiten nach 38 Minuten (s. Tabelle 1) 


Die EnteiweiBung der Autolysate wurde mit kolloidalem Eisen 
vorgenommen. Es kénnte vielleicht der Verdacht auftauchen, dab 
das Eisen Diginorm aus der Lésung samt den Proteinen fall 
Allerdings miiBte dann auch im Falle Abb. 6 eine Abschwichung det 
Herzwitkung eintreten, dieses ist aber nicht der Fall. Trotzdem haben 
wir eine verdiinnte Diginormlésung mit Eisen behandelt und das 
Filtrat in gleicher Konzentration untersucht Sogar unter solchen 
Bedingungen trat kaum eine Abschwichung ein 


Uberblicken wir nochmals unsere Resultate, so sehen wir, daB 
der Herzmuskelbrei im ProzeB der Autolyse die Herzwirkung von 
..Diginorm*’ abschwacht, dieses beruht sicher nicht auf einer Ver- 
anderung der Wasserstoffionenkonzentration der Ringerlésung beim 
Hinzufiigen von Autolysat, auch nicht auf Adsorptionserscheinungen 
also einer mechanischen Verarmung det enteiweibten Brei-Diginorm 
mischung an herzaktiven Substanzen. Somit ist eine solche Ab- 
schwichung wohl durch eine fermentative Spaltung der herzaktiven 
Glykoside im Autolysat zu erkliren. Dab unsere ersten orientierenden 
Versuche mit Digitoxinlésungen. statt ..Diginorm*’, fehlschlugen, ist 
nicht verwunderlich, es mag ja sein, daB im Autolysat die Spaltung 
nicht von Digitoxin. sondern von Digitalein oder Anhydrogitalin, die 
auch im ,,Diginorm** enthalten sind, eintritt; andererseits sind im 
..Diginorm™ nicht freie Glykoside enthalten, sondern als Tannoide 
wie im Digipurat (Knoll). Gottlieb (l.c¢.) hebt es ja auch hervor, dab 
gerade ,.Digipurat™ viel deutlichere Entgiftungserschemmungen bei Ein 
fiihrung von eben noch zum Stillstand fiihrender Dosen gibt. Auch 
muB erwaihnt werden, daB wir ,.Diginorm* einfach mit dem Herz 
muskelbrei der Autolyse iiberlieBen. Die auf natiirlichem Wege ent 
stehende Sauerung des Milieus braucht natiirlich lange nicht das 
Optimum einer Glykosidspaltung zu sein. Das Optimum ware durch 
langwierige Serienversuche (Priifung am isolierten Herzen) festzustellen 
auch die Reinigungsbedingungen des Ferments; dann ware man det 
letzten Zweifel iiber den fermentativen Charakter der  Glykosid 
zerstérung durch Herzautolyse enthoben. Wir sind im Begriff, dies 
Versuche anzustellen. In der folgenden Tabelle | sind die Result at: 


der eben zitierten Versuche verenugt 
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Tahe lle -B 





. Obie conscatnton Zab dee— Hepetlaand 
] Herzautolvsat 1 2) q a 

2 1: 10 a) C 

} Diginorn ; 1: 100 3 g 

{ 1: 200 14 

) \utolysiertes Diginorn 1: 100 12 22 

6 ; e 1: 200 7 38 

7 Dasselbe (gekocht) = 1: 100 4 10 

S Mischung von Autolysat 

u. Diginorm ex tempore 1: 100 11 9 


Dab verhaltnismabBig geringe Unterschiede der Giftwirkung am 
isolierten Herzen viel augenscheinlicher sind, wie am _ gefensterten 
Herzen in situ, ist selbstverstaindlich. Darum gelangen diese unsere 
Versuche nicht alle. Arbeiteten wir statt mit ,,Diginorm* mit ..Digalen*’ 
oder ,,Gritalen** (einem dem Verodigen ahnlichen Praparat) und ent- 
eiweibten wir mit Alkonol, so war bei der Auswertung am gefensterten 
Herzen der Unterschied gering oder iiberhaupt unscharf. Dieses mag 
daran gelegen haben, daB die alkoholischen Filtrate eimgedampft 
werden muBten, dab Alkohol an und fiir sich werterniedrigend aut 
einige Fraktionen des Gitalens einwirkt, Erwarmen erst recht, vielleicht 
auch, dafB die in diesen Praparaten enthaltenen Glykoside und die 
Form, in denen sie vorliegen. zum fermentativen Abbau weniger 
geeignet sind 

Beim Mitautolysieren von .,Diginorm™ und Enteiweiben mit 
Ferrum oxydatum dialysatum traten die Unterschiede deutlich hervor; 
die Grenzdosis muB natiirlich aufs genaueste festgestellt werden. Die 
Tabelle Il mag einen entsprechenden Versuch demonstrieren 


Tahe lle eae 
\uswertung nach Ph. R. VII. 





i, ie O3 ~ 4 0.4 0.4 
\utolysat O38 03 0.4 04 0.4 
Diginerm (1:3) - 
\utolysat 0.3 0.3 0.4 (4 4 
Diginorm (1:3) 
Autolyent 03 0.3 0.4 0.4 4 
Diginorm (ex fs 
mpore) (1:3) 


bedeutet Herzstillstand im Verlaut ciner Stunde kein Herzstillstand im Verlauf einer Stunde 
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Zusammenfassung. 


1. Durch Verweilen von bestimmten aktiven Digitalisbest andteilen 
im Herzmuskelbrei bei dessen Autolyse findet eine  Giftigkeits- 
verminderung der herzaktiven Bestandteile statt 

2. Dieses Phanomen beruht héchstwahrscheinlich auf — einer 
fermentativen Spaltung im AutolyseprozeB der herzaktiven Digitalis 
hestandteile 

3. Die sogenannte ..Entgiftung’* (Gottlieb) am gefensterten Frosch 
herzen, der Wiederbeginn der Herzarbeit nach erfolgtem temporiren 


Stillstand durch Digitalisvergiftung, kann durch fermentative Spalt ung 


im Herzmuskel selbst erklirt werden 





















Zur Physiologie des Plasmalogens. 


Il. Mitteilung: 


7 . , 
Uber das Verhalten des Plasmalogens im Serum von Neugeborenen, 


Ve mm 
kK. Imbiiuser. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 


Gielen.) 


( Fingeqange nam 13. Januar 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer vorhergehenden Arbeit! wurde iiber Untersuchungen des 
Plasmalogengehalts des Serums verschiedener Tierarten  berichtet, 
die nach der kolorimetrischen Bestimmung von Feulgen und Imhduser* 
ausgefiihrt waren. Es hatte sich dabei gezeigt, daB groBe Unterschiede 
im Plasmalogengehalt des Serums verschiedener Tiere bestehen, dab 
aber fiir eine bestimmte Tierart die Menge des Plasmalogens im Serum 
eine sehr charakteristische GréBe darstellt, wenn das Tier plasmalogen- 
frei bzw. sehr plasmalogenarm ernaihrt wird; denn Fevlgen, Imhduser 
und Westhues® hatten vor kurzem gezeigt, dab die Serumplasmalogen- 
werte ablangig sind vom Piasmalogengehalt der Nahrung, da das 
Nahrungsplasmalogen resorbiert wird und eine alimentare Plasmalogen- 
amie erzeugt. Das Verhalten der Plasmalogenwerte bei verschiedenen 
Tieren erkennt man am besten an Hammeln und Rindern.  Erstere 
haben 6 bis 10 mg Plasmalogen im Liter Serum (berechnet als Plasmal- 
thiosemicarbazon), letztere aber 50 bis 70 mg. Nie wurden beim Hamme! 
die hohen Werte des Rindes und nie beim Rinde die niedrigen des 
Hammels gefunden. 

Da, wie gesagt, beim Rinde stets Werte von 50 bis 70 mg gefunden 
wurden, muBte es auffallen, daB Adlber (d. h. junge Rinder) nur einen 
Plasmalogengehalt von durchschnittlich 22 mg hatten. Diese Zahl 
stellt einen Mittelwert aus den Untersuchungen von 12 verschiedenen 


' K. Imiduser, diese Zeitschr. 186, 360, 1927. 
2 R. Feulgen und K. Imi.duser, ebendaselbst 181, 30, 1927. 
R. Feulgen, K. Imbhduser und M. Westhues, ebendaselbst 198, 251, 
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Kalbern mit Einzelwerten zwischen 16,3 und 33,4 dar. Die hdchsien 
beobachteten Werte des Kalbes liegen also noch wesentlich wnter den 
niedrigsten Werten des Rindes. Das fiir die Untersuchungen verwandte 
Blut entstammte Schlachttieren, die ein Alter von etwa 8 bis 21 Tagen 
aufwiesen. 

Diese auffallende Differenz im Plasmalogenspiegel bei Jungtieren 
und Ausgewachsenen gab Veranlassung, den Plasmalogengehalt im 
Serum neugeborener Individuen zu bestimmen. Als Versuchstiere 
wurden wiederum Kalber gewah!t, da mir Fohlen oder Lammer nicht 
zur Verfiigung standen und andererseits die sonst tiblichen Labora- 
toriumstiere nicht in Frage kamen, weil ihre Neugeborenen nicht 


geniigende Serummengen herzugeben vermégen. Das Serum eines 
neugeborenen Kalbes, das 24 Stunden post partum entnommen worden 
war, zeigte mit Saure und fuchsinschwefliger Saure in der bei der 
kolorimetrischen Bestimmung iiblichen Weise  versetzt - nach 


18 Stunden nur eine eben merkliche Anderung des Farbiones beim Ver- 
gleich mit einem ebenso hergestellten frischen Serumansatz, bei dem 
es noch nicht zur Ausbildung einer Farbreaktion kommen konnte. 
Diese Farbstoffbildung war so gering, daB wir zunichst an einen Fehler 
in der Versuchsanordnung dachten, doch fiel der zweite Versuch ebenso 
aus. Immerhin enthielt das gewonnene Sesum bereits Hlasmalogen, 
wenn auch in sehr geringer Menge. Da nun das untersuchte Kalb 
bereits an der Mutter getrunken hatte, so war vielleicht anzunehmen, 
daB die geringe vorlandene Plasmalogenmenge alimentir bedingt 
sei; denn die Resorption von Plasmalogen im Verdauungskanal und 
das naclh.foleemle Ansteigen der Serumwerte ist durch die Versuche 
von Fe ulge n. Inchduser und Westhues nach gewiesen worden, und Stepp 
Feulgen und Voit! haben gezeigt, daB gerade das Colostrum relativ 
reich an Plasmalogen ist 

Es war also zunachst das Serum von nevgeborenen Tierendirekt 
post partum noch vor der ersten Nahrungsaufnahme zu untersuchen 


Das Blut wurde bei allen diesen Versuchen den Tieren durch Punktion 


der Vena jugularis entnommen. Dabei ergab sich, da das Serum 
von nevgeborenen Kalbern, vor der ersten Nahrungsaufnalme ent 
nommen, wahrscheinlich schon eine gewisse, allerdings sehr gerings 
Plasmalogenmenge enthalt. Der mit fuchsinsehwefliger Saure her 
gestellte Ansatz zeigt nach 18 Stunden im Vergleich zu einem frisch 


hergestellte n Gemisch einen minimalen, haufig nicht mit dem bloben 
Auge, sondern nur im Kolorimeter erkennbaren Unterschied, der auf 
das Vorkommen von Plasmalogen hinzuweisen scheint. Die aus der 


kolorimetrischen Beobachtung errechneten Werte waren 3.5. 4,3, 3.9 


W. Stepp, R. Feulgen und K. Voit, diese Zeitschr. 181, 284, 1927 
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und 3,5 mg Plasmalogen im Liter Serum, sie sind, da wir uns hier an 
der unteren Grenze der Leistung unserer kolorimetrischen Methode 
bewegen, unsicher. Mit voller Eindeutigkeit aber geht aus den Ver- 
suchen hervor, daB die Plasmalogenwerte im Serum des Neugeborenen 
gegeniiber denen ausgewachsener Tiere sehr niedrig sind und nur etwa 
den 20. Teil betragen. 

Zwischen diesen niedrigen Werten der Neugeborenen und den 
hohen Werten der ausgewachsenen Tiere liegen die Werte, wie ich sie 
bei Schlachtkalbern gefunden habe, die ein Alter von 8 bis 20 Tagen 
hatten, und daraus folgt, daB vom Tage der Geburt an wahrscheinlich 
ein regelmaBiger machtiger Anstieg des Serumplasmalogenspiegels er- 
folgen muB, bis die hohen Werte der ausgewachsenen Tiere erreicht sind. 

Um diesen Anstieg genauer verfolgen zu kénnen, wurde den Ver- 
suchstieren!, die wahrend dieser Zeit in tiblicher Weise Muttermilch 
erhielten, vom Tage der Geburt an fortlaufend Blut entnommen, das 
dann auf den Plasmalogengehalt des Serums gepriift wurde. In der 
Tat stellte sich ein von der Geburt an standig wachsender Anstieg der 
Plasmalogenwerte heraus, der in den beigefiigten Kurven dargestellt 
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Abb. I 


1 Herrn Prof. Dr. Zwick, Direktor der medizinischen Veterinarklinik, 
und Herrn Regierungsrat Dr. Kraft, Leiter des Universitaéts-Versuchsgutes 
GieBen, sowie Herrn Dr. Stériko bin ich fiir die Uberlassung der Versuchs- 
tiere zu groBem Danke verpflichtet. 
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ist. Auf der Abszisse sind die Zeitabstande in Tagen verzeichnet, die 
Ordinate gibt die jeweils erhaltenen Plasmalwerte! an. 

Ein Blick auf die Kurve zeigt den tiberraschenden Anstieg des 
Plasmalogengehalts im Serum. Betrachten wir z. B. die Werte fiir 
Kalb Nr. 2, so ergibt sich direkt post partum ein Plasmalogengehalt 
von 3,5 mg pro Liter, der schon nach 24 Stunden auf 4,4 und am dritten 
Tage auf fast das Dreifache des Anfangswertes, namlich 9,7 mg pro 
Liter gestiegen ist; nach 8 Tagen ist die fiinffache, nach 23 Tagen 
fast die zehnfache Héhe erreicht. Schon ohne kolorimetrische Aus- 
wertung erkennt man beim Ansetzen der Versuchsréhrchen mit Serum 
und fuchsinschwefliger Saure nach 18 Stunden die von Tag zu Tag 
zunehmende Intensitaét der Farbreaktion. Es JaBt sich dieses An- 
wachsen des Plasmalogengehalts gerade beim Kalbe besonders schén 
zur Anschauung bringen, da Ochsen, Kiihe und Rinder sich durch 
einen besonders hohen Plasmalogengehalt des Serums auszeichnen?, 
also der Kurve die Méglichkeit zu besonders hohem Anstieg von 
niedrigsten Anfangswerten gegeben ist. Diesen Verlauf der Kurve 
beim Kalbe haben wir in allen fiinf von uns genauer verfolgten 
Fallen wiedergefunden. Die meisten Versuche muBten abgebrochen 
werden, da die Tiere — es handelte sich um KAalber des Universitats- 
versuchsgutes — nach 8 bis 14 Tagen geschlachtet wurden. Der 
Grundwert der zum Kalb Nr. 1 gehérigen Kurve, deren Anfangsteil 
gestrichelt gezeichnet ist, wurde durch Vergleich mit anderen Serum- 
ansitzen gesclitzt, da bei dem Anfangswert die exakte kolori- 
metrische Auswertung damals aus auBeren Griinden nicht médglich 
war; der Wert fiel'jedenfalls in die angegebene Héhe. Gerade die Kurve 
dieses Tieres, dessen Beobachtung mir tiber einen weiteren Zeitraum 
méglich war, zeigt den Anstieg der Plasmalogenserumwerte bis zu 
der Hoéhe, die wir schon bei ausgewachsenen Tieren als untere Grenze 
der Norm finden. Der gegen Ende der Kurve dargestellte Abfall des 
Wertes liegt im Bereich dessen, was wir auch normalerweise bei aus- 
gewachsenen Tieren beobachten kénnen. 

Es ergibt sich also aus der Gesamtheit unserer Plasmalogen- 
bestimmungen im Serum neugeborener Kdlber, daB der Plasmalogen- 
gehalt von anfangs minimalen Werten, die kaum eine Farbreaktion mit 
fuchsinschwefliger Saure ergeben, in kurzer Zeit zu der betrdchtlichen 
Héhe der Plasmalogenserumwerte ausgewachsener Ochsen und Kihe 
ansteigt. 

Versuchen wir nun, uns dieses eigenartige Verhalten zu erklaren, 
so interessieren uns vor allem die Plasmalogenserumwerte der M utter- 


1 Wie iiblich berechnet als Plasmalthiosemicarbazon. 
2 K. Imhduser, diese Zeitschr. 186, 360, 1927. 
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tiere, und es war zu untersuchen, ob diese vielleicht wahrend der 
Graviditat und insbesondere zur Zeit der Geburt eine so starke Senkung 
gegeniiber dem normalen Zustande der Tiere erfahren. Es ergab sich 
aber, daB das nicht der Fall ist, die Werte bewegten sich durchaus im 
Bereich der normalerweise bei ausgewachsenen Tieren gefundenen 
So zeigten zwei Kiihe kurz ante partum Werte von 46,9 und 46,1 mg 
pro Liter, wahrend die zugehérigen Kalber kurz post partum Werte 
von 4,3 bzw. 3,5 mg pro Liter aufwiesen. Es besteht danach die oben 
erwiesene Differenz der Werte auch zwischen Serum des Neugeborenen 
und Serum der eigenen Mutter. 


Zur Erklarung des starken Anstiegs der Plasmalserumwerte bei 
Neugeborenen in den ersten Tagen des extrauterinen Lebens werden 
wir zundchst an alimentare Einfliisse denken. Nach Feulgen, Imhduser 
und Westhues wird das Plasmalogen, per os aufgenommen, im Darm- 
kanal resorbiert und verursacht ein Ansteigen des Plasmalogengehalts 
im Serum (alimentaire Plasmalogenimie). Man wird einen solchen 
Vorgang zur Erklarung um so mehr heranziehen, als ja von Stepp, 
Feulgen und Voit nach gewiesen wurde, daB auch die Milch Plasmalogen 
ent). alt, daB aber gerade das Colostrum besonders reich an Plasmalogen 
ist. Ich habe mich davon auch im Verlauf der hier beschriebenen Unter- 
suchungen wiederholt tiberzeugen kénnen. Die Méglichkeit des An- 
steigens auf alimentirer Basis wire also gegeben und nach den ge- 
nannten Befunden sogar naheliegend. Eine merkliche Abnahme des 
Plasmalogens im Serum der Muttertiere wahrend der Friihperiode 
der Lactation infolge vermehrter Ausfuhr mit der Milch war nicht 
festzustellen. Die Serumwerte des Muttertieres scheinen von Geburt 
und Lactation nicht wesentlich beeinfluBt zu werden. Dies ist auch 
erklarlich, da der Vorrat an Plasmalogen im Muttertiere, insbesondere 
in dessen Organen, sehr viel gréBer als die Ausfuhr in Colostrum und 
Milch ist. 


Sollte der Anstieg der Plasmalogenwerte im Serum der Neu- 
geborenen wahrend der Saugeperiode lediglich alimentdr bedingt sein, 
so muS man diesem Befund eine besondere Bedeutung beileger, da 
er in diesem Falle fiir die exogene Natur des Plasmalogens spricht und 
darauf hindeutet, daB der Kérper vom Organismus nicht synthetisiert 
werden kann. Die groBe, auch praktische Bedeutung einer endgiiltigen 
Klarung dieser Frage liegt auf der Hand. Sie ist nur méglich unter 
genauer quantitativer Verfolgung des Plasmalogenstoffwechsels bei 
neugeborenen Individuen. Kommt die alimentaire Ursache nicht oder 
nicht ausschlieBlich in Frage, so mu8 man entweder an die Méglichkeit 
einer Synthese des Plasmalogens im Organismus des jungen Tieres 
denken oder aber annehmen, daB der Anstieg des Plasmalogens auf 
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eine Mobilisierung von in den Organen deponiertem Plasmalogen 
zuriickzufiiliren ist. In beiden Fallen bleibt bemerkenswert, daB 
dieses erst im extrauterinen und nicht schon im intrauterinen Leben 
erfolgt. 


Ich muBte mich vorerst damit begniigen, diese Feststellungen an 
neugeborenen Kdlbern zu erheben, da mir anderes Material nicht zur 
Verfiigung stand. Wenigstens in zwei Fallen war ich noch in der Lage, 
menschliches Serum zu untersuchen'. Die dabei erhaltenen Werte 
sprechen durchaus zugunsten einer Verallgemeinerung der gefundenen 
Tatsachen: es ergaben sich im ersten Falle bei der Mutter im Serum 
von Blut, das der Armvene unter der Geburt entnommen war, 19,0 mg 
pro Liter; im Serum aus Nabelschnurblut 6,1 mg; im zweiten Falle bei 
der Mutter 22,8 mg pro Liter, im Nabelschnurblut 8,5 mg. Die Differenz 
ist | ier keine so groBe wie bei den oben angefiihrten Tieruntersuchungen 
Einmal liegt der Anfangswert der Nevgeborenen von vornherein etwas 
héher; ferner aber erfairt die Differenz eine selbstverstindliche Ein- 
engung dadurch, daB die Normalwerte fiir ausgewachsene Menschen 
wesentlich niedriger liegen als die fiir Ochsen und Kiihe, wie von mi 
seinerzeit gefunden wurde. Damit kann ich einen schon friiher von 
Stepp, Feulgen und Voit? gemachten Befuad bestatigen und erweitern 
Diesen Autoren war niamlich bei der qualitativen Anstellung det 
Plasmalreaktion in verse! iedenen Seren aufgefallen, daB die Plasmal- 
reaktion in Nabelschnurblut sehr viel schwacher ausfiel als mit 
Placentablut 


Zusammenfassung. 


Nevgeborene Kalber haben nur Spuren von Plasmalogen im 
Serum, etwa den 20. Teil der Menge erwachsener Tiere, wa!:rend der 
Plasmalogenge' alt im Serum des Muttertieres sich auf normaler Héhe 
bewegt. Vom Tage der Geburt an zeigt sich ein von Tag zu Tag 
wacl sender rapider Anstieg, bis im Verlauf von ein bis zwei Monaten 
die untere Grenze der Werte aurgewacl.sener Tiere erreic! t wird. Die 
Beobac).tung analoger Ver Altnisse am Serum menschlicher Neu 
geborener ]aBt eine Veral]gemeinerung obiger Feststellungen gerechit 
fertigt ersc).einen. Die Feststellung von Stepp, Feulgen und Voit, die 
in der Milch — im Colostrum sogar se!.r reiclJich Plasmalogen 
fanden, Icg*, unter Beriic ksic! tigung der Befunde von Feulgen, Imhduser 
und Westhues tiber die Resorp‘ion des Na! .rungsplasmalogens und die 
dadurec}, bedingte Steigerung des Serumplasmalogens, den Gedanken 
an eine alimentdre Genese des neu |.inzukommendei Serumplasmalogens 


' Die Seren verdanke ich der Universitats-Frauenklinik in GieBen 
2 W. Stepp. R. Feulaen und K Voit, diese Zeitschr. 181, 287, 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 193. 9R 
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nahe. Daneben kame als Erklarung noch eine Synthese im Organismus 
in Frage oder aber eine Mobilisierung aus bereits von der Mutter mit- 
gegebenen Plasmalogendepots in Zellen. Vorgange. die deswegen be- 
merkenswert sind. ‘weil sie sich offenbar erst im extrauferinen Stoff- 
wechsel vollziehen 

Die weitere Untersuchung aller mit dem von Feulgen und |} ot 
aufgefundenen Plasmalogen zusammenhangenden Fragen méchten wit 
uns auch weiterhin vorbehalten. 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Notgemeinschaft de1 


Deutschen Wissenschaft angestellt. 

















Uber die mikrokolorimetrische Natriumbestimmune. 


Von 
Leif T. Poulsson. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Oslo 


(Eingegangen am 17. Januar 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Ausgehend von einer von Kolthoff(1) beschriebenen, sehr emptind- 
lichen Fallung von Natrium als eine komplexe Verbindung Urany] 
Zink —Natriumacetat (U—Z—N) haben Barrenscheen und Messiner (2) 
jiingst eine quantitative, kolorimetrische Natriummethode aysgearbeitet 

Die Ausfiihrung dieser Methode ist in aller Kiirze folgende: 

Die Fallung von U—Z—N wird in Zentrifugenglaisern vorgenommen, 
nach einer halben Stunde oder langer wird der Niederschlag durch Zentri- 
fugieren gesammelt und dreimal durch Zentrifugieren gewaschen; als 
Waschfliissigkeit dient 50°,iger Alkohol. Nach dem Auswaschen wird das 
Prazipitat in essigsaurem Wasser gelést. quantitativ in MeSk6lbchen 
iibergefiihrt und das Uranyl nach Umsetzung mit Kaliumferrocyanid als 
UO,K,Fe(CN), kolorimetriert. 

Da die Methode in unseren Handen nur unzuverlassige Resultat« 
gegeben hat, wird hier eine Modifikation beschrieben, die fiir zahlreiche 
inalytische Zwecke brauchbare Werte liefert, und auBerdem etwas 
rascher arbeitet, welches natiirlich bei Serienuntersuchungen ein 
wesentlicher Vorteil ist. Hinsichtlich der urspriinglichen Methode sei 
auf die Originalarbeit verwiesen, unsere Modifikationen sind folgende 

I. Der Niederschlag wird auf einem Mikrofilter (Schott u. Gen.) 
gesammelt und in diesem gewaschen und aufgelést 

IT. Als Waschfliissigkeit dient 99- bis 100°, iger Alkohol 

Ill. Weiter ziehen wir vor, nach der Fallung von EjiweiB und 
Phosphat durch alkoholische Zinkacetatlésung unter Erwarmen anstatt 
des Auffiillens zum urspriinglichen Volumen die Verdunstung bei der 
Fallung durch Anwendung von engen, dichtschlieBenden Wageglasern 
zu hindern und eine konstante Korrektion fiir die Volumenkontraktion 
einzufthren 


28* 
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Da 3 com alkoholische Zinkacetatlésung und 1 ccm Wasser 
3,915cem geben, werden also 2ccem des Filtrats 0,5llcem des 
wisserigen Lésung entsprechen. 

Das Vorgehen beim Isolieren des Niederschlags sei in aller Kiirze be- 
schrieben, da es Zeit erspart und leicht modifiziert, vielleicht auch bei 
anderen Analysen (z. B. bei der Calciumbestimmung nach Kramer und 
der Magnesiummethode von Briggs) das zeitraubende und langweiligs 
Auswaschen von kleinen Niederschligen durch wiederholtes 
Zentrifugieren ersetzen mag. 


Beigefiigte Skizze gibt eine Vorstellung von unserer 


) 


Anordnung. 
Das Mikrofilter (wir haben uns hier von 13 f. G. 3/5—7 
bedient, die Filter sind jedoch von etwas verschiedener 
| Permeabilitat und man wilhle sich deshalb ein passendes 
{ aus) ist durch einen Gummistopfen in ein T-Rohr gefihrt 
i } dessen anderes Ende mit einem dicken, weichen Gummi- 
iat schlauch armiert ist. Das Seitenrohr fiihrt zur Wasser- 


stral.Jpumpe. 

Das T-Rohr wird mit Hilfe des Gummischlauches zuerst mit einem 
Kolben verbunden, der dazu dient, Lésung und Waschfliissigkeit 
aufzunehmen (ein gewohnlicher Erlenmeyerkolben mit Stopfen, wodurcl: 
ein Glasrolhir von demselben Durchmesser wie der weite Teil des T-Rohres 
gefiihrt ist). 

Nach dem Auswaschen wird das T-Rohr mittels des Gummi- 
schlauchs auf dem Hals des MeBkélbchens angebracht, der Nieder- 
schlag gelést, und in dieses gesaugt, wonach das Filtrierréhrehen fiir die 
niichste Analyse bereit ist. 

Als Wasc! fliissigkeit haben wir 99- bis 100 °,igen Alkohol (1 cem x 4) 
angewandt. Im Gegensatz zu Barrenscheen und Messiner finden wir, 
daB Uranyl—Zink—Natriumacetat ohne Uberschu8 von Fallungs- 
reagens in 50- und 70% igem Alkohol ziemlich leicht léslich ist. 

So wurden in mehreren Versuchsreihen die gleichen Mengen 
Natrium abgemessen, in der gewéhnlichen Weise gefallt und durch 
Alkohol in verschiedenen Konzentrationen ausgewaschen. Wurde nun 
die gefundene Menge beim Auswascl.en mit 96°%,igem Alkohol = 100 
gesetzt, so lag sie, wenn die Wasc! fliissigkeit 70°, Alkohol enthielt, bei 
ungefahr 60 bis 80, und bei 50°, igem Alkohol bei 60 und weit weniger 

Mit abnehmender Alkoholkonzentration wachst das Fehlerprozent 
betrachtlich. 

Wir haben die Met}ode havptrachlich fiir Serienbestimmungen im 
Harn angewandt, und finden mit unserer Modifikation eine Genauig- 
keit ungefahr der von Barrenscheen und Messiner angegebenen ent- 
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sprechend, eine Prazision, die wir mit der urspriinglichen Methode 
nicht erreicht haben. 

Unten sind die Resultate einer Analysenreihe angefiihrt, wo in 
der Lésung neben Natrium noch die folgenden Salze zugesetzt waren 
KH,PO,, KCl, (NH,),S0O,, CaCl,, MgCl,. 

Konzentration der Lésung 1 ccm 0,254 mg Na. 

Gefunden: 0,254, 0,255, 0,259, 0,251, 0,250 mg. 

Es empfiehlt sich, fiir jede Analyse zwei Standards zu bereiten und 
den Durchschnitt zu nehmen. 


Zusammenfassung. 


Beschrieben wird eine Verbesserung der Natriumbestimmungs- 
methode von Barrenscheen- Messiner. 


Literatur. 


1) Zeitschr. f. analyt. Chem. 70, 397, 1927. 2) Diese Zeitschr. Ld, 
308, 1927. 
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Einleitung. 

Die Artspezifitaét der Hamoglobine verschiedener Tierarten komt 
<chon in den Kristallformen ', in der gegenseitigen Beeinflussung der Léslic} 
keit? und in der peroxydatischen Wirksamkeit® zum Ausdruck. CGerade 
der serologische Nachweis der Artspezifitat‘—*?, der bei den anderen Proteinen 
der einfachste ist, begegnete jedoch Schwierigkeiten. Die antigene Aktivitat 
des Haimoglobins ist namlich sehr schwach, so daB sie einigen Unter 
suchern® entging. Erst durch die Arbeiten der letzten Jahre®—™ wurde 
sie einwandfrei bewiesen. Als Trager der Antigenfunktion des Hamo 
globins hat man das Globin angesehen*. Hamoglobin enthalt neben ge 
ringen Mengen Tryptophan tiber 4°, Phenylanalin und 2,8°%, Tyrosin"; 
der Mindestwert des Molekulargewichts “ ist nicht niedriger als der andere: 
unzweifelhatter Antigene. Wenn ein EiweiBantigen dadurch gekennzeichnet 
ist, daB sein Gehalt an aromatischen Aminoséuren und sein Molekula: 
vewicht bestimmte Mindestwerte iibersteigen miissen, so sind beim Globin 
diese Vorbedingungen der Antigennatur erfiillt. Man war friiher geneigt, 
dem Globin die Antigennatur abzusprechen, weil man es fiir ein Histon 
hielt15, 16, Die Voraussetzung war aber unrichtig; denn Globin ist gar kein 
Histon, sondern ein echtes, allerdings stark basisches Protein!’. Globin 


' BE. T. Reichert wid A. P. Brown, The differentiation and specificity 
of corresponding proteins ... The erystallography of hemoglobins. 
Washington 1909. 

* K. Landsteiner und M. Heidelberger, Journ. gen. physiol. 6, 131, 1922. 

R. Willstdtter wind A. Pollinger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 
281. 1923. 

' K. Landsteiner. Kon. Akad. van Wetensch. te Amsterdam 29. 1029. 
re2). 

5 L. Hektoen und K. Schulhoi/, Journ. infect. dis. 81. 32. 1922: 
383. 224, 1923. 

6 M. Heidelberger wnd K. Landsteiner, Journ. exper. med. 8S, 561, 
1923. Enthalt Lit. 

7 S. Higashi, Japanese journ. of biochem. 2, 315, 1923. 

* C. L. A. Schmidt und C. B. Bennett, Journ. infect. dis. 25, 207, 
ivi9. Enthalt Lit. 

® G. Fischer, Zeitschr.t. Hyg. u. Infektionskr. 108, 659, 1924. Knthalt Lit. 

” H. Friedlii und H. Homma, ebendaselbst 104, 67, 1925. 

'" H. Friedli, ebendaselbst 104, 233, 1925. 

‘2 W. Engelhard, diese Zeitschr. 168, 187. 1925. 

'3 QO. Firth und A. Fischer, ebendaselbst 154, 1, 1924. 

4 F. Blum und E. Strauss, Zeitschr. f. physiol. Chem. 111. 112, 1920. 

% R. Doerr in Weichardts Ergebn. 5, 71, 1922 lieB die damals vorliegen- 
den Angaben nicht als Beweis fiir die Antigennatur des Globins gelten. 

‘6 H.G. Wells, Die chemischen Anschauungen iiber Immunitits- 
vorgange. Jena 1927, S. 28, halt es nach den Ergebnissen von Browning 
und Wilson und von Heidelberger und Landsteiner fiir méglich, daB Globin 
ein Antigen ist und nur der Nachweis der Antigennatur durch die Léslich- 
keitsverhaltnisse gestért wird. Dieser Auffassung schlieBen sich EZ. P. Pick 
und F. Silberstein, Kolle-Wassermann, Handb. d. pathog. Mikroorg. 2, 
317, u. zw. 367, 377, 1928 an. 

7 Vgil. dazu EF. Strauss und R. Griitzner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
112, 167, 1921. 
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zeigt daher saémtliche chemischen Eigenschaften, die als charakteristisch 
fiir EiweiBantigene gelten. Ist nun Globin wirklich ein Antigen, dann 
baut sich seine Verbindung mit der nichtantigenen prosthetischen Gruppe. 
das Hamoglobin, aus einem Antigen und einem Nichtantigen auf. Die 
Tatsache, da8B Hamoglobin, wenn auch ein schwaches, so doch ein Voll 
antigen ist, wiirde dann nicht mehr eine Ausnahme von der Regel darstellen. 
daB aus zwei NichteiweiBantigenen kein Vollantigen entsteht. 


Theoretischer Teil. : 
Antigene Eigenschaften von Globin und Globinderivaten. 


Antigennatur. i 


Im Gegensatz zu F. P.Gay und T. B. Rohertson* und zu C. L. A. 
Schmidt? fanden C. H. Browning und G. H. Wilson, daB Globin antigen 
zu wirken vermag. Nach den urspriinglichen Angaben von Browning 
und Wilson*® besitzen die Antiglobinsera ausgesprochene Art- und 
Organspezifitét; Mitreaktion der Antiglobinsera mit Hamoglobin trat 
nicht ein, was wir als ersten Hinweis auf die Strukturspezifitat 
ansehen kénnen. Bei ihrer zweiten Arbeit‘ erhielten Browning und 
Wilson nicht mehr so klare Ergebnisse. Nur ein Teil der Antisera 
reagierte artspezifisch$. 


In der vorliegenden Untersuchung lieferte Globin Antisera von aus- 
gepragter Art-, Organ- und Strukturspezifitdt. Zwar gibt Globin als 
hasischer EiweiBkérper in der Nahe des Neutralpunktes einen Nieder- 
schlag mit den Proteinanionen des Blutes und der Gewebssiifte. Da 
jedoch Globinanionen diese Eigenschaft natiirlich nicht haben, trat 
innerhalb bestimmter py-Grenzen spezifische Prdzipitation auf. Im 
Hinblick auf seine unspezifische Prazipitation nennen wir das Globin 
ein atypisches Antigen®. Die Komplementhindung, deren sich Gay und 
Robertson, Schmidt und Browning und Wilson bedienten, bleibt jedoch 
sogar bei Anwendung saurer “Globinlésungen ungestért spezifisch 


' Journ. exper. med. 17, 535, 1913; Globincasemat erzeugte Anti 
kérper, auch gegen Globin. 

2 Univ. of California publications in pathol. 2, 157, 1916. 

% Journ. of pathol. and bacteriol. 14, 174, 1910. 

* Journ. of immunol. 5, 417, 1920. 

5 T. Ishikawa und K. Sakurabayashi, Tokohu Journ. of exper. med. 
6, 395, 1925, behaupten diese Art- und Organspezifitaét mit der Prazipitin- 
reaktion gekreuzt erhalten zu haben. Aber Globin und Hémoglobin sollen 
gekreuzt miteinander reagieren. Die methodischen Angaben dieser Autoren 
sind zu spiarlich, als daB der entsprechende Teil ihrer Befunde die urspriing- 
lichen Ergebnisse von Browning und Wilson zu bestatigen geeignet ware. 

* Die Umladung des Antigens diirfte auch bei Prazipitinreaktionen 
mit anderen basischen Proteinen vorteilhaft sein. 
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Browning’ hat ja gerade von diesem Beispiel abgeleitet, daB durch 
Prazipitatbildung an sich Komplement nicht gebunden wird. 

Mit Gay und Robertsons Ergebnissen stimmen die unsrigen darin 
iiberein, dab die Anaphylaxiereaktion beim Globin versagt. Vielleicht 
iaben wir unser Globin, das in den Koérperfliissigkeiten besser léslich 
ind deshalb etwa zehnmal weniger giftig war als das von Gay und 
Robertson, bei der Reinjektion in zu stark alkalischer Lésung oder 
bei der Sensibilisierung in zu hoher Dosis angewandt, oder wir haben 
die Sensibilisierungsperiode zu kurz angesetzt. Jedenfalls wire es un 
richtig, aus dem negativen Ausfall nur der Anaphylaxiereaktion den 
SchluB zu ziehen, daB Globin kein Antigen sei; denn ein Protein darf 
auch dann schon als Antigen bezeichnet werden, wenn es die Bildung 
spezifischer Prazipitine und spezifischer komplementbindender Anti 
kérper veranlaBt. 

Im Gegensatz zu dem stark basischen Globin ist Nitroglobin 
nicht, Aminoglobin nur schwach basisch?; daher sind diese beiden 
(lobinderivate blut- und serumléslich. Auf Grund dieser Léslichkeit 
aber sind sie typische Antigene, wie wir bei Prazipitations- und Kom. 
plementbindungsversuchen gefunden haben. (Anaphylaxiereaktionen 
mit Nitroglobin und Aminoglobin wurden nicht ausgefiihrt.) Die 
Antigennatur dieser beiden Verbindungen, ganz abgesehen von der 
des Hamoglobins, wire schwer erklairbar, wenn nicht die Mutter 
substanz, Globin, selber ein Antigen ware. 

Nach Browning und Wilson® soll nicht nur die Menge, sondern 
iiberhaupt das Auftreten der Antikérper gegen Globin stark von der 
Individualitét der Kaninchen beeinfluBt werden. Wir haben nichts 
dergleichen gesehen. Zwei Tiere sind mit Globin, sechs mit Nitro 
oder Aminoglobin behandelt worden, und alle lieferten brauchbare 
Antisera. Wir nehmen an, daB negative oder unsichere Ergebnisse 
in den ilteren Versuchen mit Globin‘ darauf zuriickzufiihren sind 


' Brit. med. journ. 1, 239, 1915. Dies kénnen wir bestatigen. Bei 
den Komplementtitrationen binden unsere verdiinnten Globinlésungen 
etwa ebensoviel Komplement wie Lésungen der anderen Antigene von 
gleichem EiweiBgehalt, z. B. ebensoviel wie die Serumverdiinnungen. 
Andererseits finden wir, daB artspezifische Unterschiede durch wechselnde 
Flockungsbereitschaft von Globinlésungen verschiedener  biologischer 
Herkunft verkleinert werden (s. 8.447 und 448). Labilitaétsunterschiecde 
sind es wohl auch, die eine Abhangigkeit der Komplementbindung vom px 
der Antigenlésung bedingen. 

2 Die Basizitat des Aminoglobins beruht zum Tei! auf dem Vorhanden 
sein aromatischer Aminogruppen. 

® Siehe S. 428, FuBnote 4. 


4 Siehe S. 428, FuBnote 1 bis 4; vgl. auch L. Hektoen und K. Schulhos, 
zitiert S. 432, FuBnote 2. 
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daB die Darstellung des Globins nach Schulz nicht schonend genuy 
ist und die antigene Aktivitét herabsetzt. Vorzuziehen ist die wenige 
cingreifende Methode nach Strauss-Griitzner'. die wir stets anwandten 


Antigene Aktivitat. 

Antikérper gegen Globin, Nitroglobin und Aminoglobin ware) 
bei allen Tieren bereits zu einem [mmunisierungszeitpunkt nachweisbar 
in dem die Sera gleich behandelter Hamoglobintiere noch negatiy 
reagierten. Man gelangt also durch einfache chemische Eingriffe vom 
Hdmoglobin, das schwache Antigeneigenschaften hat, iiber das starke 
atypische Antigen Globin zu den starken. typischen Antigenen Nitro 
globin und Aminoglobin?. 

Uber kiinstliche Verstarkung der antigenen Aktivitat von Pro 
teinen durch einfache chemische Eingriffe ohne Mitwirkung von 
Enzymen® liegt bisher nur eine Beobachtung vor. Nach K. Landsteine 


1 Siehe S. 427, FuBnote 17. 

2? Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu der Annahme von V. C 
Vaughan, V.C. Vaughan jr. und J. W. Vaughan, Protein split products. 
Philadelphia und New York 1913, 8. 37ff. daB die Giftigkeit von Proteinen 
oder ihren Umwandlungsprodukten dem Reiz, der zur Antikérperbildung 
fiihrt, parallel gehe. Wenn auch das toxische Globin ein starkes, das durch 
Paarung entgiftete (A. Schittenhelm und W. Weichardt, Zeitschr. f. Immun 
forsch. Orig. 14, 609, 1912; Miinch. med. Wochenschr. 59, 1089, 1912) 
ein schwaches Antigen ist, so miiSten doch die ungiftigen Verbindungen 
Nitroglobin und Aminoglobin nach der Hypothese von Vaughan gleichfall- 
schwache Antigene sein; aber das Gegenteil trifft zu. Nun wirkt Globin 
natiirlich auch auf das Individuum, dem es entstammt, toxisch und 
diirfte deshalb im normalen Organismus nur in sehr geringen Konzen 
trationen auftreten. Aber das Globin wirkt, obwohl es sich vom Hamo 
globin serologisch scharf unterscheidet, auf den artgleichen Organismus 
wahrscheinlich nicht als Antigen; da8 es nach seiner Abspaltung die be 
kannte Artspezifitét des Hamoglobins bewahrt, beweist allerdings nicht~ 
gegen eine homologe Antigenwirkung; vgl. K. Landsteiner und B. Jablons, 
Zeitschr. f. Immunforsch. Orig. 20, 618, 1914. 

8 Die serologischen Eigenschaften der Plasteine stehen dem vorliegenden 
Problemkreis ferner. Nach P. Rona und F. Chrometzka (diese Zeitschr 
189, 249, 1927) sind die Plasteine keine synthetischen Produkte. Auch 
reagieren die Antiplasteinsera nicht artspezifisch (vgl. F.P.Gay und 
T. B. Robertson, Journ. biol. chem. 12, 233, 1912; J. Herrmann und 
A. Chain, Zeitschr. f. physiol. Chem. 77, 289, 1912: E#.v. Knaffl-Lenz 
und £. P. Pick, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 71, 407, 1913). — Nach 
K. Landsteiner, diese Zeitschr. 93, 106, 1919, reagieren die Antisera gegen 
ein mit Metanilséiure oder p-Arsanilséure gekuppeltes Protein struktur- 
spezifisch mit den entsprechenden Verbindungen von Globin, Plastein, 
Hamoglobm, Gelatine. Die Starke der Prazipitation der Kuppelungs 
produkte und damit vielleicht auch die antigene Aktivitaét der originéren 
Proteine fallt in der angegebenen Reihenfolge ab. Es entsteht hier durch 
Kuppelung des Nichtantigens Gelatine mit einem anderen Nichtantigen 
eigentiimlicherweise mindestens ein Priifungsantigen (vgl. 8. 428). 
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ind C. Barron’ entsteht aus Serum, wenn es mit NaOH. vielleicht 
auch, wenn es mit HCl] seines I[mmunisierungsvermégens beraubt 
worden war, also aus racemisiertem. nicht antigenem Serumeiweib, 
beim Behandeln mit konzentrierter HNO, wieder ein Antigen, und 
zwar ein Xanthoprotein, das mit dem unmittelbar aus Serum ge 
wonnenen serologisch tibereinstimmt. 


Es ist merkwiirdig, daB die antigene Aktivitaét des Globins durch 
den Eintritt der prosthetischen Gruppe. die nur 4°, des Hamoglobins 
ausmacht, so erheblich abgeschwacht wird. Man kénnte sich vorstellen 
dap durch die prosthetische Gruppe im Hamoglobin die antigene Aktivitat 
des Globins gleichsam .,abgeblendet™ ist, etwa durch Besetzung antigen 
aktiver Gruppen oder Valenzen. UVenkbar ware auch, daB die antigene 
Aktivitat deshalb sinkt. weil méglicherweise bei der Verkniipfung des 
Globins mit der prosthetischen Gruppe ahnliche Vorgange ablaufen 
wie bei der Racemisierung der Serumproteine. 


Im serologischen Verhalten von Globin und Hamoglobin liegt ein 
Beispiel vor, daB die antigene Aktivitat eines Proteins durch seine 
Vereinigung mit einer anderen Verbindung?, also unter Molekular- 
vergréBerung, weitgehend verringert wird. Entsprechend wachst die 
antigene Aktivitét unter Verkleinerung des Molekiils im Falle des 
Ubergangs von Hamoglobin in Globin und weiter in Nijtroglobin 
Aminoglobin. 


Serologische Beziehungen zwischen Globin und Globinderivaten. 


Globin und Hdmoglobin. 


Globin und Hamoglobin verkalten sich serologisch insofern ver- 
schieden, als sie nach den gebrauchlichen Methoden keine Mitreaktionen 
miteinander geben. So erhielten Hektoen und Schulhof* mit Anti- 
hamoglobinserum und Globin keine Prazipitation. Auf das Anti- 
hamoglobinserum wirkte aber sein homologes Antigen, der Erythro 
cytenextrakt, auch dann noch, und zwar meistens in unveranderter 
Starke ein, wenn er zur Spaltung des Hamoglobins mit Saure behandelt 
und von den dabei gebildeten Spaltprodukten Globin und Hamatin 
teilweise befreit worden war. Da Hektoen und Schulhof das Hamoglobin 


! Zeitschr. ft. Lmmunforsch. 26, 142, 1917. 

? Uber Restitution des Immunisierungsvermégens, auch von Lipoiden, 
und den Zusammenhang mit den Eigenschaften, die Gay und Robertson 
ihrem Globincaseinat zuschrieben, siehe H. Sachs, Centralbl. f. Bakteriol. 1, 
Orig. 104, 128, 1927. 

3 Siehe 8S. 427, FuBnote 5. 
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in der sauren Priifungsantigenlésung vollstandig zerstért glaubten 
waren sie zundchst der Ansicht, das Antil Aamoglobinserum richte sich 
nicht gegen Hamoglobin selbst, sondern gegen ein unbekanntes Begleit 
antigen. Heidelberger und Landsteiner! verfolgten die Saurespaltung 
des Hamoglobins quantitativ, schalteten den Fehler, der infolge des 
verschiedenen py von Originalextrakt und angesiuertem Extrakt 
entsteht, aus und hatten das eindeutige Ergebnis: Bei der Hamo 
globinspaltung sinkt der Antigengehalt der Lésung proportional det 
Himoglobinabnahme, die Starke der Prazipitation mit Antihaimo 
globinserum Langt also nur von der Menge des noch vorhandenen 
Hamoglobins ab. Nach diesem Befunde halten es auch Hektoen und 
Schulhof* fiir wahrscheinlich, daB die Antigennatur des Hamoglobins 
durch den Globinanteil des Molekiils bedingt sei. Nur scheinen sie 
die wohl unzutreffende Voraussetzung zu machen, es miisse Himo- 
globin mit Globin dann auch eine regelrechte Mitreaktion geben. Sie 
steliten Globin nach einer anderen Methode dar und beobachteten 
daB jetzt, im Gegensatz zu den friiheren Daten, doch eine Wirkung 
des Antihamoglobinserums auf Globin bestand, sogar eine viel starkere 
als auf das zugehérige Haimoglobin. Wir glauben aber. daB® hier un- 
spezifische Globinreaktionen vorlagen. 


Denn wir haben in Ubereinstimmung mit Browning und Wilson® 
gefunden, daBb bei der gekreuzten Reaktion Antiglobinserum mit 
reinem, artgleichem Hamoglobin keine Komplementbindung gibt 
Auch unsere Priazipitationen waren unter den tiblichen Bedingungen 
negativ, wenn das serologisch reine Pferdehimoglobin LI als Antigen 
diente. 


Aber zwischen Globin und Hamoglobin bestehen trotz der groBen 
serologischen Unterscliede auch deutliche Beziehungen. Erstens 
‘erhielten wir bei einer Ablesungszeit von iiber 2 Stunden*) artspezifische 
Prazipitation des Antiglobinserums mit Hamoglobin. Diese Verzégerung 
der Reaktion trat nicht nur bei schwach alkalischen Lésungen von 
Haimoglobin I und I, sondern auch bei den neutralen Blut kérperchen- 
lésungen .,.Haimoglobin III auf. Méglicherweise entstehen aus Hamo- 
globin bei geniigend langer Einwirkung der Luftkohlensaure serologisch 


nachweisbare Globinmengen. Wir sprechen der Kiirze halber von 
..Spatprdzipitation’. Zweitens besitzen Globin und Hamoglobin die 


namlichen Spezifitaétscharaktere: Art- und Organspezifitat sind m 


Siehe 8. 427, Fubnote 6. 

L. Hektoen und K. Schulhof, Journ. of infect. dis. 41, 476, 1927. 
Siehe S. 428, FuBnote 3. 

Solche spite Ablesungen sind auch von anderen Untersuchern bei 


*-* wo & 


anderen Antigenen haéufig gemacht worden. 
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gleicher Weise ausgebildet'. Den Begriff Organspezifitdt verwenden 
wir nicht im positiven Sinne des Ubergreifens eines Antiorganserums 
auf die gleichen Organe anderer Tierarten, sondern im negativen Sinne 
der Unterscheidbarkeit eines Antigens von einem artgleichen Protein 
und hier wiederum kommt fiir uns nur die engere Bedeutung der Unter 
scheidbarkeit von artgleichem Serum in Betracht. 


Globine, Hdmoglobine und Sera verschiedener biologischer Herkuntt, Pferde- 


nitroglobin, Pferdeaminoglobin usw. 


Wie die Ubersichtstabelle zeigt, gibt jedes Antiserum die starkste 
Prazipitation und Komplementbindung mit seinem homologen An 
tigen. Mit Normalserum reagierten natiirlich alle Antigene negativ 


Antipferdeglobinserum wirkt auf die Globine artspezifisch, auch 
mit Maultier- und Eselglobin reagiert es im Sinne der Verwandtschafts- 
reaktion positiv; die unspezifischen Mitreaktionen von Schweine- 
globin sind von der Kolloidlabilitat seiner Lésung ab] angig. Schon 
besprochen ist die art:pezifische Spatprazipitation des Antiglobin 
serums mit reinen Himoglobinen, ferner das als Ausdruck hoher Struktur- 
spezifitdt aufgefaBte Ausbleiben der tiblichen Reaktionen zwischen Anti 
globinserum und reinen Hamoglobinen. 

In der Literatur werden nicht viele Versuchsreihen tiber Nitro 
und Aminorpezifitat mitgeteilt. F.Obermayer und E. P. Pick* gaben 
urspriinglich an, daB nitriertes Serum die Artspezifitat véllig ab- 
gestreift habe. Spater bericl.tete Pick® jedoch, daB veriindertes Serum 
mit originiérem Serum mehr oder weniger reagieren kann. Dab diese 
Mitreaktion sogar sehr stark sein kann, fanden K. Landsteiner und 
E. Prések4 in quantitativen Prazipitationen und Komplementbindungen 


! Fiir Himoglobin wird eine hohe Organspezifitaét und eine Artspezifitat 
etwa gleich der des Serums angegeben; vgl. z. B. 8. 427, FuBnote 4, 5, 7; 
ferner O. Thomsen, Zeitschr. f. Immunforsch. Orig. 8, 539, 1909. Die 
heterologe Blutkérperchenanaphylaxie von R. R. Hyde, Journ. of immunol. 
12, 309, 1926, konnte durch die Blutkérperchenlipoide bewirkt werden 

2 Wien. klin. Wechenschr. 19, 327, 1906, 

3 Kolle-Wassermann, Handb. d. pathog. Mikroorg. I, 2. Aufl., 1912, 
S. 685, und zwar S. 704ff; vel. BE. P. Pick und T. Yamanouchi, Zeitschr. 
f. Immunforsch. Orig. 1, 676, 1909. 

4 Zeitschr. f. Immunforsch. Org. 20, 211, 1914; zwei Antisera gegen 
Pferdeserum lieferten mit dem Nitropferdeserum je eine negative P)azi- 
pitation und eine negative und eine sehr schwach positive Komplement- 
bindung. Bei der Umk:-hrung, bei der Reakt on von drei Antinitroseren 
mit dem originéen Serum war die Praézipitation im ersten Falle nur um 
ein Fiinftel, im zweiten um drei Fiinftel schwacher als mit dem homolcgen 
Antigen, und im dritten Falle ,schwach; eine Kcomplementbindung wa 


schwach. 
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Ubersichtstabelle. 
P ist Prazipitation, K Komplementbindung: sehr stark, stark 
schwach, ? zweifelhaft, O negativ'. 
Antiserum gegen 
Antigen . Pterde: > > Maul. 
Pferdeglobin | Pterdenitros aie Pferdehamos Pterdes tiers 
globin | globin I serum 
globin | serum 
Pferdeglobin I, Il, | P ‘) () 0 
Ill, iV | K 0 0 a 
Maultierglobin K 
Kselglobin kK 
P ‘) 
Rinderglobin 
| h 0 i “ ‘i 
P 0 ) 
Schweineglobin . 
iN 0 oder i) 0 0 “ ] 
Pferdenitroglobin { P + 7 + 1D 
I. | Kk 0 oder + Lo. 0 ) 
Nitrocasein P 0 
’ferdeaminoglobin { P j 0) 0 
I, il | kK O oder 4 ) 0 
Pferdehiamoglobin { P . Spatr. 0 0 r. Spatr. + + 
Is | K 0 oder 0. selten 0. selten + 0 oder +4 
rT | P a) ) 
| K ) TT 
il (iP) 0 Spatr ‘) 0 0 0 
| K ) 7 ‘) ‘) 
Kxelhamoglobin III, { P| 0, Spatr 
I\ | kK 0 
Rinderhamoglobin { P 0 
I\ | K 0 
Schweinehamoglobin| P () 0) 0 
Il, I\ | K 0 
Hammelhamoglobin { P 0 0 0 
| K 0 0 0 
> 0 SS 0 0 0 
Pferdeserum ji , v9 = 
| kh 0 ‘) () “) + 
P Lt 0 
Pferdeserumalbumin |! 
| K () 
| P 
Manultierserum 
| kK 
, 
hselserum P 
| kK 
Rinderserum . P () 0) 
Menschenserum P 0 


1 Die Zeichen geben Durchschnittswerte und entsprechen nicht den Reaktionsgraden des 


experimentellen Teiles. 


* Homologe Reaktion erst im letzten Immunisierungsstadium angedeutet (siehe Tabelle XVI D 
Prazipitation nur einmal gemacht 
Siehe Tabelle XIII. 
t Siehe Tabelle XI, A 
§ Serologisch unreines Priparat (siche Tabelle XVI, A). 
$$ Erst héherwertige Sera der spiteren Immunisierungsstadien positiv (siehe Tabelle X, A) 
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Das Bestehenbleiben einer wenn auch abgeschwachten Arteigenheit 
nach Nitrierung ergab sich ferner daraus, daB arteigenes Nitroeiweif 
mit dem homologen Antiserum meist nicht nahezu gleich stark', sondern 
heblich starker reagierte als artfremdes NitroeiweiB?. 

Wir gingen beim Studium der Nitro- und Aminospezifitat statt 
von Serum von einem reinen, einheitlichen Protein, naimlich von Globin 
aus und verfolgten nicht nur die Beziehungen des Nitroderivats, 
sondern auch die von Obermayer und Pick schon angedeuteten des 
\minoderivats zum originéren Protein. Positiv waren die Prazipit ationen 
des Antiglobinserums und je nach seiner Wirksamkeit und je nach 
der Versuchsanordnung oft auch die Komplementbindungen mit Nitro- 
und Aminoglobin. Negativ waren aber die Umkehrungen, die Reak 
tionen von Antinitro- und Antiaminoglobinserum mit Globin. Zwei 
Antisera gegen Pferdenitroglobin wurden von Rindernitrocasein nicht 
prazipitiert 3. 

In der Hauptsache stimmen unsere Ergebnisse mit jenen von 
Landsteiner und Prések iiberein: Starke Mitreaktionen der Derivate 
mit dem originiren Protein kommen haufig vor, aber die Reziprozitat 
bei der Kreuzung fehlt. Im einzelnen finden wir umgekehrt wie Land 
steiner und Prések die iibergreifenden Reaktionen bei den Antiseren 
gegen das originire Protein und nicht bei denen gegen die Derivate 
Dab die Reichweite der Antisera gegen das originare Protein die héhere 
ist, wurde fiir andere Derivate schon beschrieben* 

Cber strukturspezifische Unterschiede zwischen den Substitutions 
produkten selbst, zwischen Nitroprotein und Aminoprotein, ist sehr 
wenig experimentelles Material veréffentlicht worden 

Pick verglich Xanthoprotein mit sogenanntem Desamidoalbumi, 
das aus dem Xanthoprotein durch Behandeln mit viel Schwefelammonium 
bei Zimmertemperatur gewonnen worden war’. Das Antiserum gegen 


Xanthoprotein wurde nur sehr schwach von Desamidoalbumin prazipitiert 
und das Antiserum gegen Desamidoalbumin gar nicht von Xantho 


‘ Siehe S. 433, FuBnote 2. 

* In einigen Prazipitationsversuchen 20- bis 25mal starker (siehe 
S. 433, FuBnote 4), bei gleicher Antigenkonzentration (1: 100) kann dic 
Mitprazipitation eines heterologen NitroeiweiBbes etwa aus Kaninchen 
serum fast véllig erléschen. 

3 Eine etwaige heterologe Reaktion miibte mindestens 60 mal schwacher 
gewesen sein als die homologe. So schwache Mitreaktionen zwischen Nitro 
proteinen sind zahlenméBig bisher nicht festgestellt worden (vgl. FuBnote 2). 
aber es ist zu beriicksichtigen, daf die originéren Proteine jener beiden 
Nitroderivate nicht nur in ihrer biologischen Herkunft, sondern aucl 


weitgehend in ihren chemischen Eigenschaften verschieden sind. 

* Z.B. von A. Klopstock und G. E. Selter, Centralbl. f. Bakteriol. 1, 
Orig. 104, 140, 1927, fiir AtoxyleiweiB und originéres Eiweib. 

5 Mitgeteilt von Landsteiner und Prakek, |. ce. 
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protein!. Landsteiner und Prdgek*® stellten das Desamidoalbumin auf d 
gleiche Weise dar und priiften es in einem qualitativen Komplemen 
bindungsversuch mit Antinitroserum. Die Reaktion von Desamidoalbum 
war viel schwacher als die von Xanthoprotein. 

Wir erhielten bei gekreuzten Prazipitationen und Komplement 
bindungen mit Nitro- und Aminoglobin fiir das homologe Antige) 
meist drei- bis zehnmal starkere Reaktionen als fiir das heterolog: 
Ausnahmsweise reagierten die beiden Globinderivate aber véllig gleich 
oder die Mitreaktion fehlte. Die Ansicht von Pick!, daB die Method 
der Antigendarstellung einen starken EinfluB auf die serologischen 
teaktionen austibe, diirfte auch fiir die Beziehungen zwischen Nitro 
und Aminoglobin zutreffen. 

DaB sich die beiden Aminoglobine I und LI] gegen Nitroglobin 
und untereinander serologisch verschieden verhalten, kénnte iibrigens 
durch einen Unterschied in ihrer Konstitution verursacht sein (Ring 
schluB durch innere Anhydridbildung). 

Die vier zum Teil ungleich dargestellten Pferdeglobine reagieren 
praktisch gleich. Bei ihnen ]aBt sich also keine Ab! angigkeit der sero 
logischen Reaktionen von der Darstellungsmethode erkennen. Von 
Bedeutung fiir die Auffassung der Nitrospezifitdt ist nun die Frage 
ob beim Nitrieren der Eintritt der Nitrogruppe in aromatische Kerne 
eines Proteins mit noch weiteren, etwa spaltenden Eingriffen in das 
Proteinmolekiil, abgesehen von Verinderungen in der Cystin- und 
in der Tryptopiangruppe, verbunden ist*. Ware dies der Fall, so 
wiirde keine echte oder wenigstens keine reine Nitrospezifitat vorliegen. 
Da Nitroglobin mit Nitrocasein nicht reagiert, scheint es noch schonender 
nitriert worden zu sein als die friiier untersuchten Nitroderivate 
Und selbst diese bieten ja mit Ausnahme derer von Obermayer und 
Pick* das Bild ciner ausgerprochen relativen Spezifitat. Solche relative 
Spezifitat besteht nach Landsteiner auch zwischen zwei Azoproteinen 
die einander sicher véllig gleicl.en, nur daB in dem einen ein Wasser 
stoffatom des anderen durch die Nitrogruppe ersetzt ist®. Das Ver 
halten der direkt nitrierten Proteine ist also dem der echten Sub 
stitutiow produkte ainlich und beruht deshalb wohl ebenfalls auf 


' Kolle-Wassermann, Handb. d. pathog. Mikroorg. I, 2. Aufl., 1912. 
S. 704if., Tabeile L. 

2}. ec. 

3 Vgl. K. Landsteiner, Klin. Wochenschr. 6, 103, 1927. 

4 Pick und Yamanouchi, |. c., beobachteten neben negativen auch 
positive Anaphylaxiereakt onen auf N.troprotein; auch dessen Mitreaktion 
mit dem or ginéren Protein. 

§ |. c., FuBnote 3; Versuche mit J. van der Scheer; ein Protein wurde 
einmal mit dem nitrierten, einmal mit dem nicht nitrierten Diazokérper 
gekuppelt. 
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echter Nitrospezifitat. Die serologischen Reaktionen deuten nicht 
auf eine ailzu weitgehende sekundire Veranderung des Globins beim 
Nitrierungsvorgang hin. Eine weitere Stiitze dieser Auffassung sehen 
wir darin, daB die serologischen Beziehungen des Nitroglobins und 
sogar des Aminoglobins zum Globin enger sind als die des Hamoglobins. 
Und schon Hamoglobin und Globin stehen sich chemisch nahe: Das 
Globin muB im Hamoglobin eine ganz ahnliche Beschaffenheit auf- 
weisen wie nach seiner [solierung, weil durch unsere Modifikationen 
der Darstellungsmethode die serologischen Reaktionen nicht beeinfluBt 
werden. 


Auch auf die Spezifitatseigenschaften wirkt also der Eintritt det 
Nitro- oder der Aminogruppe anders als der der prosthetischen Gruppe. 
nicht nur, wie oben erwahnt, auf die antigene Aktivitat. Die Ursache 
dieser Unterschiede muS wohl in der ungleichen Art der Bindung 
gesucht werden. Nitro- und Aminoglobin sind im aromatischen Kern 
substituiert. Fiir das spezifischer reagierende Hamoglobin hat man 
esterartige Bindung angenommen, womit tibereinstimmen wiirde, da} 
Landsteiner bei manchen Estern! sehr hohe Strukturspezifitat gefunden 
hat. Andererseits denkt man neuerdings an eine gegenseitige Ab- 
sittigung von Nebenvalenzen zwischen Globin und der prosthetischen 
Gruppe?. 


Die Organspezifitat von Globin und Serum ist nach der gekreuzten 
Komplementbindung streng. Nach der Prazipitation® ist aber nur 
Antiserum gegen Pferdeserum unwirksam auf Globin, wahrend die 
gekreuzte Reaktion zwischen hochwertigen Antiglobinseren und Pferde- 
serum zustande kommt. Diese gelegentliche Durchbrechung der Organ- 
spezifitat ist artspezifisch orientiert. Das geht aus Kontrollversuchen 
hervor, in denen Antipferdeglobinserum mit Rinder- oder Menschen- 
serum keine Prazipitation gab. Antipferdeglobinserum wird auch 
von Pferdeserumalbumin nicht prazipitiert, das organunspezifische An- 
tigen geht also nicht in die Albuminfraktion tiber. 


Antinitro- und Antiaminoglobinserum geben die unspezifische Pra- 
zipitation mit Pferdeserum in der namlichen Weise wie Antiglobin 


1 Vgl. K. Landsteiner und H. Lampl, diese Zeitschr. 86, 343, 1918. 
Enthalt Literatur. 

2 Val. P. Pfeiffer, Naturw. 14, 1100, 1926. 

* Ahnliche Ausbildung der Art- und Organspezifitaét mit &hniichen 
Unterschieden zwischen Prazipitation und Komplementbindung ist fiir 
Sperma beschr eben worden von H. Pfeiffer, Wien. klin. Wochenschr. 18, 
637, 1905; L. Hektoen und L. S. Manly, Journ. infect. dis. 32, 167, 1923, und 
von C. Bruck, Berl. klin. Wochenschr. 44, 1510, 1907; F. Gratz, Zeitschr. 
f. Immunforsch. 21, 150, 1914. 
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serum Die drei anderen Permutationen der Kreuzungsreaktionen 
sind abermals negativ. 

Daraus geht nun hervor, daB die unspezifische Prazipitation nicht 
durch etwaige Globinspuren im Pferdeserum, die aus Hamoglobin 
entstanden waren!, verursacht ist. Antinitro- und Antiaminoglobin- 
serum wirken ja innerhalb des untersuchten Gebiets gar nicht auf 
Globin, eine Globinbeimengung im Pferdeserum kénnte daher nur das 
Antiglobinserum prazipitieren, aber nicht auch das Antinitro- oder 
das Antiaminoglobinserum. 

Die organunspezifischen Prazipitationen missen also eine andere 
Ursache haben. Ein Gehalt der Immunisierungsantigene an Pferde- 
serum ist jedoch ebenfalls auszuschlieBen. LErstens lieB sich in den 
Immunisierungsantigenen mit hochwertigen Antipferdeseren kein Pferde- 
serum nachweisen. Eine Pferdeserumbeimengung, so gering, dab sie 
dem serologischen Nachweis entgeht, ware aber kaum fahig, sich gegen 
die Konkurrenz des Hauptantigens immunisatorisch durchzusetzen 
Zweitens kann eine Verunreinigung der Immunisierungsantigene Globin. 
Nitroglobin und Aminoglobin durch Pferdeserum schon aus Griinden 
der Darstellung nicht angenommen werden. Zwar entstammt das 
Pferdeglobin dem serologisch unreinen Hamoglobin I, das, wie Pri- 
zipitation und Komplementbindung ergeben, Serumproteine enthalt 
Diese (Globuline > Albumine) miissen aber bei der Ausfallung des 
Globins aus essigsaurer Lésung mittels Ammoniak im Uberschu8 
einer MaBnahme, die zwecks Reinigung mindestens je zweimal wieder- 
holt wurde, im Filtrat und im Waschwasser zuriickgeblieben sein. 

Das pferdeserumhaltige Hamoglobin I gibt als Priifungsantigen. 
ebenso wie Pferdeserum selbst, unspezifische Reaktionen. Im einzelnen 
verhalt es sich aber anders als Pferdeserum: Mit allen Antiglobinseren 
tritt Prazipitation ein and nicht, wie bei Pferdeserum, nur mit den 
hochwertigen. Uberdies ist die Komplementbindung mit Antiglobin- 
seren, die bei Pferdeserum fehlt, bei Hamoglobin I nicht selten positiv 
Antiglobinserum reagiert also mit Hamoglobin I starker als mit Pferde- 
serum. 


Antinitro- und Antiaminoglobinserum liefern mit Hamoglobin | 
gerade umgekehrt wie mit Pferdeserum an positiven Reaktionen gar 
keine Prizipitationen, dafiir aber vereinzelte Komplementbindungen. 
Obwohl also die Antiglobin-, Antinitro- und Antiaminoglobinsera auf 
Hamoglobin I nicht ebenso wirken wie auf Serum, nehmen wir an. 
daB die unspezifischen Reaktionen des Hamoglobins I durch seinen 
Serumgehalt bedingt sind. 


' Vgl. Spa&tprazipitation, S. 432. 
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Worauf aber die unspezifischen Reaktionen des Pferdeserums selbst 
zuruckgehen, haben wir nicht aufgeklart. 


Anhang: Bastarddifferenzierung. 


Die Verwandtschaftsreaktionen der Bastarde mit ihren Eltern 
haben allgemeine biologische Bedeutung!. Identitat der Artspezifitat 
bei der F,-Generation mit Vater oder Mutter wiirde Mendeln der Art- 
spezifitat beweisen, Identitat mit der Mutter wiirde darauf hindeuten, 
daB die Vererbung der Artspezifitaét an das Cytoplasma des Eies ge- 
bunden ist. Nach Reichert und Brown? ist die Methode des Vergleichs 
der Hamoglobinkristallformen empfindlicher als die spezifische Pra- 
zipitation, geniigt aber nicht zur Differenzierung von Pferd, Maultier 
und Esel; denn die Winkeldifferenzen, schon zwischen den Hamo 
globinen verschiedener Arten einer Gattung, sind nicht gréBer als die 
awischen den Kristallen irgend einer isomorphen Reihe. Serologisch 
soll selbst die gekreuzte Immunisierung, durch die P. Uhlenhuth® keine 
Prazipitine vom Pferd und Esel erhielt, ganz allgemein keine Differen- 
zierung von Hybriden gestatten. So fiihrten denn unsere gekreuzten 
Prazipitationen und Komplementbindungen, auch kombiniert mit par- 
tieller Absaéttigung, ebensowenig zum Ziel wie die gleichartigen Ver 
suche von K. Landsteiner und I. van der Scheer*. Diesen Autoren 
gelang es zwar, durch die Hamagglutination geniigend groBe und 
konstante Unterschiede zwischen Pferd, Maultier und Esel aufzudecken ; 
weil aber hier neben den artspezifischen Proteinen noch andere antigene 
Faktoren hereinspielen, stellen auch diese Ergebnisse noch keine end 
giltige Lésung des Problems dar. 


Experimenteller Teil. 
Substanzen. 


Immunisierungsantigene. 


Pjerdeglobin I. Die Lésung wird mit Wasser und 3 °,iger Na Cl-Lésung 
so verdiinnt, daB 1 g Globin in 100 ccm 0,85 %iger Na Cl-Lésung enthalten ist 
Nitroglobin I. 02g + 10cem 0,85°%iger NaCl-Lésung + 1,5 ccm 
n/2NaOH + 1,0cem n/2HCl + 15cem n/1O HCl unter dauerndem 
Verreiben; Reaktion neutral. Zusatz von 1,0 cem destillierten Wassers. 


' J. Loeb, The Organism as a whole from a physicochemical viewpoint 
New York and London 1916; Science 46, 193, 1917. 

? Siehe S. 427, FuBnote 1. 

3 Deutsch. med. Wochenschr. 52, 1945, 1926. 

4 Journ. of immunol. 9, 213, 1924. 

5 Nach Strauss-Gruetzner. Angaben iiber Darstellung und Eigenschaften 
dieser Antigene werden von H. Bauer und E. Strauss veréffentlicht werden 
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5 cem 0,85°,iger NaCl-Lésung und einigen Tropfen CH Cl,, das unmittelbar 
vor der Injektion bei 37° vertrieben wird. 

Nitroglobin II. 20cem 0,67%ige Lésung + 0,17 g NaCl; CHCl, usw. 

Aminoglobin I. 0,2 g werden mit einigen Tropfen Ather angefeuchtet. 
Unter dauerndem Verreiben werden zugesetzt 5cem 0,85%iger NaCl- 
Lésung, 1,5ccm n/2 NaOH, Scem 0,85°%iger NaCl-Lésung, 1,0 ccm 
n/2HCl. 1 Stunde bei 37°. Zusatz von 5cem 0,85°%iger Kochsalzlésung 
und von 0.4cem n/l0 HCl; Reaktion neutral. Zu 20cem.CHCl, usw. 

Pjerdehdmoglobin I. 0,17 g Pferdehaémoglobin kristallisiert (Merck), 
pulverisiert, mit 10 cem 0,85 %iger NaCl-Lésung, die einige Tropfen Aceton 
und einige Tropfen n/10 NaOH enthalt, verrieben, mit 5cem der NaCl- 
Lésung nachgespilt, erwarmt, zentrifugiert, 1%ige Hamoglobinlésung. 
hergestellt auf Grund kolorimetrischer Bestimmung. 

Pferdeserum. 

Maultierserum. 

Eselserum. 

Priifungsantigene. 

1. Globinl. Nach Strauss-Griitzner. Dialysierte Lésung + 3°%ige 
NaCl-Lésung zu 0,85%. 

2. Globin I. 5g Pferdehémoglobin kristallisiert (Merck) Hamo- 
globin I in 500 cem destillierten Wassers + 40 cem Eisessig. Ausschiitteln 
mit Tierkohle usw. wie bei I. 

3. Globin I und IV. Aus dem gleichen Ausgangsmaterial wie LI, 
aber noch schonender dargestellt, indem das Globin durch Einleiten von 
NH, unter Eiskiihlung ausgefallt wird. 

4. NitroglobinI. Lésung in NaOH, Neutralisation mit HCl und 
Besalzung gelingt natiirlich leichter als beim Immunisierungsantigen, da 
verdiinntere Lésungen herzustellen waren. 100ccm + 10g Talkum, gut 
durchgeschiittelt, klar filtriert, einige Tropfen CHCl, zugesetzt, bei etwa 
5° aufbewahrt. 

5. Nitroglobin II. Entsprechend dem Immunisierungsantigen. 

6. Nitrocasein'. Noch leichter léslich als Nitroglobin 1; Herstellung 
der Lésung wie dort. 

7. Aminoglobin I. 1g + 10cem Aceton verrieben; Zusatz von 1 ccm 
2n NaOH und etwa. 150 ccm destillierten Wassers. Viertagige Dialyse 
gegen tiaglich gewechseltes destilliertes Wasser, vorsichtige Besalzung. 
Talkumzusatz usw. wie bei Nitroglobin I. 

8. Amineglobin IT. 3°,ige NaCl-Lésung zu 0,85°, NaCl. 

Die EiweiBkonzentrationen der Priifungsantigenlésungen 1. bis 8. und 
19. bis 22. wurden errechnet aus Kjeldahl-Doppelbestimmungen, fiir die 
Globine mit dem Faktor 6,24, fiir die iibrigen Antigene mit dem Faktor 6,53. 

9. Pferdehimcglobin I. Wie Immunisierungsantigen behandelt oder 
mit warmer 0,85°% ger NaCl-Lésung geschiittelt, die etwas Aceton enthielt. 

10. Pferdehimoglobin II, Oxyhimoglobin vom Pferd (Merck). Geldst 
wie bei 9. 


1 Siehe Bauer und Strauss. 
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11. Pferdehamoglobin III. Defibriniertes Blut mit dem doppelten 
Volumen 0,85°%iger NaCl-Lésung neunmal je 5 bis 10 Minuten bei 
3000 Touren gewaschen, Prazipitat bei 5° aufbewahrt. Nach 18 Stunden 
Lésung mit datherges&ttigtem destillierten Wasser, dem doppelten des 
Ausgangsvolumens. Am naéchsten Tag Klarfiltration durch sterilen Papier 
mull. Nach Atherzusatz aufbewahrt. 

12. Eselhamoglobin ITI, 

13. Rinderhamoglobin III, 

14. Schweinehimoglobin IIT und 

15. Hammelhémoglobin III: Wie Pferdehamoglobin LIl; Hammel- 
hamoglobin II Hammeloxyhaimoglobin (Merck). 

16. Eselhamoglobin IV. Die Lésung in destilliertem Wasser von Esel- 
hamoglobin III -+- gleiches Volumen gesiéttigter (NH,),58O,-Lésung, durch 
glatte Filter filtriert, wobei Globulin und Stromata zuriickbleiben. Filtrat 
+ gleiches Volumen (NH,),S0O,. Hamoglobin fallt aus. Einige Tage bei 
5° stehengelassen. Bis zum Verschwinden der Nesslerreaktion dialysiert. 
Besalzung. Nach Atherzusatz aufbewahrt. 

17. Rinderhémoglobin [TV und 

18. Schweinehimoglobin IV wie Eselhamoglobin IV. 


Einstellung der Hdmoglobinlésungen kolorimetrisch. 

19. Maultierglobin III. Waschung des Blutes achtmal (vg!. Pferde 
haémoglobin III). Zusatz von athergesittigtem Wasser wie bei Pferde- 
hamoglobin IIl. Dialyse bis zur Konstanz des Volumens. Globindarstellung 
wie bei Pferdeglobin IIT und IV. 

20. Eselglobin III. Wie Maultierglobin III, nur da */,; statt '/, des 
Praézipitatvolumens an destilliertem Wasser zugesetzt werden. 

21. Rinderglobin III. Aus Rinderhémoglobin III und 

22. Schweineglobin I11. Aus Schweinehamoglobin II]; sonst wie 
Maultierglobin III und Eselglobin ITI. 

23. Pferdesera verschiedener Herkunft. 

24. Pferdeserumalbumin!. 

25. Maultierserum. 

26. Eselserum. 

27. Menschensera verschiedener Herkunft. 


Methodik. 


Antisera. 


Vom Pferdeglobin, Pferdenitro-, Pferdeamino- und Pferdehimoglobin 
wurden je 5cem einer 1°%igen Lésung in 0,85°%iger NaCl-Lésung intra 
venés injiziert, Globinlésung eine Spur sauer, die iibrigen Lésungen leicht 


alkalisch. 


Antiglobin 1-Sera 1 und 2. ZLwei Kaninchen erhielten Globin am 1., 5 
und 10. Tag; Blutentnahme am 17. und 22. Tag; dann weitere Immuni 
sierung am 22. und 28. Tag; Blutentnahme am 35. Tag; weitere Immuni 
sierung am 37. und 42. Tag; Blutentnahme am 48. und 50. Tag. Die Blut 


1 Uber dessen Darstellung vgl. Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeits 
method., Abt. I, 8, 458, 1922. 
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entnahme am 17. Tag liefert Antiglobinserum la, die vom 22. Tag 1b usw 
bis le; entsprechend bezeichnet sind die Antisera 2a bis 2e. 

Antinitroglobin I-Sera 1 bis 3. Verfahren wie bei den Globintieren 
lhefert die Sera la bis ld; die Sera 2a und 3a entstammen Blutentnahmen 
vom 17. Tag. 

Antinitroglobin I1-Serum 4a. Drei Injektionen von je 7,5cem; Blut 
entnahme am 17. Tag. 

Antiaminoglobin I-Sera 1 und 2. Wie von den anderen Antigenen 
wurden je 0,05 g injiziert, aber, da sich das Préparat schlecht léste, beim 
viertenmal in 0,5°%iger, beim fiinften- und sechstenmal in 0.37 %iger 
Lésung. Verfahren wie bei den Globintieren liefert die Sera Ja bis J: 
und 2a bis 2e. 

Hdmoglobin I-Sera la bis Ic und 2a bis 2c. Nach je drei Injektionen 
von 5cem der 1°%,igen Lésung wurde dreimal Blut entnommen. 

Antipferdeserum 1a und (3 Wochen spiter entnommen) 16. Dreimalig« 
Injektion von je 2cem Pferdeserum. 

Antipferdeserum 2. Dreimalige Injektion von je 1,5 cem Pferdeserwm 

Antipferdeserum 3. Reichsgesundheitsamt Nr. 523 

intimaultiersera 1 und 2 und 

Antieselsera 1 und 2, gewonnen wie Antipferdeserum 2. 

Zur Kontrolle dienten Sera von 27 normalen Kaninchen. 

Die am gleichen Tage entnommenen Antisera, etwa der Reihe d oder e, 
wurden natiirlich zusammen untersucht. Die meisten Tabellen sind aber 
der Ubersichtlichkeit halber nicht chronologisch, sondern systematisclh 
angeordnet. 

Prdzipitation. 

Uberschichtung von 0,lcem Antiserum mit 0,25cem Antigenvet 
dimnung in Pfeilerréhrchen. Antigen- und Antiserumkontrollen wurden 
stets ausgefiihrt, Normalserumkontrollen mehrmals fiir jedes Antigen 
Sie waren negativ und wurden in die meisten Tabellen nicht aufgenommen 
Erste Ablesung der Ringprobe nach 20 Minuten. 


Spdtprdzipitation. Ablesung nach zweistiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur oder im Brutschrank bei 37°; ferner nach 18stiindigem Stehen 
bei Zimmertemperatur und nach Umriihren (vgl. die Tabellen VII und VIII). 


Komplementbindung. 


Bei den Antiseren der Immunisierungsstadien c, d und e Berechnung 
der gerade lésenden Komplementkonzentration durch Interpolation und 
Anwendung eines Uberschusses von einem Sechstel. Beispiel: 0,18 cem 
Komplement gaben mit der nicht mehr hemmenden Antigenkonzentration 
in Gegenwart von Normalserum véllige Lésung; angewandt 0,18 +- 0,03 

0,21 cem (Einzelheiten der Versuchsanordnung s. Tabelle V. In den 
meisten Tabellen sind die stets negativen Kontrollen fortgelassen). 


Bei den Antiseren la, 2a gegen Globin und Aminoglobin und 2a, 3a 
gegen Nitroglobin wurden die héchsten Antigenkonzentrationen, die keine 
Eigenhemmung mehr gaben, ohne Abstufung der Komplementvolumina 
verglichen. Fiir die Beurteilung einiger Reaktionen ist daher der folgende 
Ausschnitt der zugehérigen Komplementtitration von Bedeutung: 








~~ 
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ccm Komplement 1: 5 


0,08 0,12 0.18 
Pferdeglobin 1 : 8009 ew ies § 
Nitroglobin 1 : 4000 , ‘ ++- + 
Aminoglobin 1: 10% : + 
Hamoglobin 1:1090 . 1 4 
Pferdeserum 1: 100 
—_ (1:0c) 


Angewandt fiir alle Antigene 0,21 com Komplement 1:5. lm Haupt 
versuch gab nur Aminoglobin bei sofortiger Ablesung mit Normalserum 
1:4; mit Normalserum 1:4 war die Reaktion aller tibrigen Antigene, 
mit 1:8 auch die des Aminoglobins negativ. 

Die genannten Antisera der a-Reihe reagierten im Vergleich zu denen 
der weiteren Reihen nach Tabelle XI (A) stark und nach den Tabellen XT (B) 
und XV1(A) teilweise. In Tabelle XVI (B) und (C) dienten zu den Versuchen 
auch mit jenen Antiseren der a-Reihe wieder die interpolierten Komplement 
volumina. 

Nur noch bei den Antiseren der b-Reihe wurde konstantes Komplement 
volumen fiir alle drei, in gleicher Konzentration, némlich 1: 8000, unter 
suchten Antigene angewandt. Fiir das Ergebnis fallt dies aber kaum ins 
Gewicht, weil die Antigene bei der Komplementtitration sehr &hnlich 
reagiert hatten, némlich mit 0,12cem Komplement 1:5, Globin 
Nitroglobin +, Haémoglobin ? und mit 0,18 cem alle drei/negativ Im 
Hauptversuch wurden 0,21 com angewandt. 

Beim Vergleich der Leistungsfahigkeit von Prazipitation und Kom 
plementbindung sind die Spétprazipitationen und die Reaktionen mit 
Globin als Antigen auszuschalten, weil hier besondere Bedingungen vor 
lagen. Empfindlicher war die Prazipitation fiir die Reaktionen zwischen 
Antiglobinserum und Nitro- und Aminoglobin, spezifischer fiir die Hiémo 
globin I-Reaktionen mit Antinitro- und Antiaminoglobinserum und wenige 
spezifisch fiir die Reaktionen mit Pferdeserum als Antigen. 


Versuche. 
Artspezifitat. 
Globin als Antigen. 
Unspezifische Globinreaktion. 

Neutrale Globinlésungen geben in den fiir die Prazipitation tiblichen 
Verdiinnungen einen Niederschlag mit Normalserum!. Das gleiche Globin 
praparat reagierte mit sieben Normalseren vom Kaninchen, drei vom 
Hammel und drei vom Menschen zweimal bis 1: 15000, beim Kaninchen 
serum, sonst iiberall zwischen 1: 25000 und 1: 35000; eine Portion dieses 
Priparats, die in einer anderen Ampulle aufbewahrt worden war, mit 
Kaninchennormalserum bis 1: 45000. Erst wenn man noch héhere Ver- 
diinnungen fiir Antiserum und Normalserum vergleicht, erhélt man die, 
freilich schwache, spezifische Reaktion. Einen solchen Weg scheinen 


! Siehe S. 427. FuBnote 5 und SS. 428, Fubnote 38. 
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Ishikawa und Sakurabayashi! gegangen zu sein; sie hatten, soviel man 
aus ihren Zahlen entnehmen kann, mit ganz schwach saurem Priifungs 
antigen Titer-von 1: 100000 und 1; 200000. Auffallend ist, daB in dieser 
Arbeit die unspezifische Reaktion mit Normalserum, die fiir manche Globin 
praéparate zu ebenso hohen Werten fiihren kann, nicht erwiéhnt wird. — Bei 
héheren Antigenkonzentrationen kann man auf eine spezifische Reaktion 
dann schlieBen, wenn das fragliche Antiserum dem Normalserum in de 
Verstarkung von Ring und Triibung wahrend der ersten 2 Stunden voraus- 
eilt. Doch bliebe hier dem subjektiven Ermessen noch mehr Spielraum 
als bei Anwendung der hohen Verdiinnungen, die auch von Hektoen und 
Schulhof? empfohlen wird. Die Schwierigkeiten, die daher kommen, dafi 
der isoelektrische Punkt des Globins im alkalischen Gebiet bei py 8,0 + 0,1 
liegt, lassen sich also weitgehend ausschalten, wenn py der Globinlésung 
- 8,1 < 8,3. Es liegen dann schon die Globinanionen vor, die mit den 
Proteinanionen des Serums natiirlich keinen Niederschlag geben; die 
Stabilitét der Lésung geniigt fiir die ein- bis zweistiindige Beobachtung 
der Prazipitation; die spezifische Reaktion tritt in praktisch gleicher 
Stirke® und nur wenig verzégert ein‘. 

Versuchsbeispiel. Rasche Mischung gleicher Volumina von Globin 
lésung 1: 1000 und 0,002 n NaOH*, dann von Gemisch und 0,100 ode: 
0,025 oder 0,00625n NaOH. Alle NaOH-Lésungen enthalten 0,85°%, 
NaCl. Es entstehen Globinlésungen 1: 4000 der angegebenen Normalitat 
in bezug auf NaOH. Mit der Antigenlésung wird das Serum in Pfeiler 
rohrehen langsam tiberschichtet. 


Tabelle I. 





Globin 1: 4000 reagiert bei py > 8,1 < 8,3 mit Normalseren negatiy 
Globin 1 : 4000 Priparat Nr. Ab- 
lesungs- 
I b I zeit 
NaQOH-Normalitat .... 0,051 | 0,013 .0,004 0,051 0,018 0,004 
Py (kolorimetrisch) . . . 8.8 8.5 8.3 8.8 8,4 8,1 
Reaktion von 0,1 ccm | 
Kaninchennormalserum Nr. 1 ' £x 0 L 0 0 20 
mit 0,25 cem Globinlésung | 


! Siehe 8S. 428. FuBnote 5; vgl. auch Hektoen und Schulhoi 3S. 427. 
Fubnote 5. 

* Siehe S. 427, FuBnote 5 und 8. 432, FuBnote 2. ° 

% L. Michaelis und H. Davidsohn, diese Zeitschr. 47, 59, 1912; V. R. 
Mason, Bull. of the Johns Hopkins hosp. 38, 116, 1922, erhielt zwischen 
pa 4,5 und 9,5 spezifische Prazipitation. Nach F’. Ottensooser, Inaugural- 
dissertation Miinchen 1924, schwankt das Prazipitatvolumen zwischen 
pu 6,0 und 8,5 des Reaktionsgemischs héchstens um 4°, des Gesamtwerts : 
iiber die Methode s. Derselbe, Zeitschr. f. Immunforsch. 40, 469, 1924. 

4 F. Ottensooser s. FuBnote 3. 

* Den Lésungen von Globin I, II und IIT 1: 1000, 1 : 5000 und 1 : 25000 
wurde ferner HC] bis zu 0,001- oder 0,002- oder 0,004-Normalitat zugesetzt. 
Die drei Priparate zeigten dann in ihrer unspezifischen Reaktion mit 
Normalserum keine Unterschiede. Mit der Saéurekonzentration wuchs die 
Bestaéndigkeit der Lésungen. 
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Pferdeserum 1: 400 und 1: 4000 gaben mit Antipferdeserum gleich 
starke Reaktionen, ob nun das Antigen 0,004n inbezug auf NaOH oder 
ohne Zusatz verwendet wurde (vgl. S. 444, FuBnote 3). 


Spezifische Globinreaktionen. 


Tabelle II. 


Beispiel einer Titerstellung von Globin und Antiglobinserum 
nach der Praézipitationsmethode. 


Die 0,004n NaOH-Globinlésung 1:4000 der TabelleI wird mut 
0,85 %iger Kochsalzlésung weiter verdiinnt. Je 0,25 cem der Verdiinnung 
reagieren mit 0,lecem Antiglobinserum. Der Eintritt der Reaktion ist 
leicht verzégert. Nach 20 Stunden bei Zimmertemperatur waren un 
spezifische Reaktionen aufgetreten. Auch die Antigenlésungen allein hatten 
sich inzwischen getriibt. 





Globinpraparat Nr 


1 i kK, & 

= 

 ¢e¢@ 828 . \8/8'8 2 

= = = = = = ~ — ° 

= — = = = — = = = 

+ S'2's + RiS/Siis = 

Antiglobinserum Nr. 1d . ; t+ t+ ? O 0 0.0 40 
—- ” Nr. 2d row +++ x + tf +i x 0 0 40 
Kaninchennormalserum Nr. 2 0 >» 0 O 0 oo 0 90 40 
Antiglobinserum Nr. 1d ‘ it + 0 O -'0'0°'0 Ph 
» Nr.2d. . +4 ; +-: +i +),0 0 2 
Kaninchennormalserum Nr. 2 a 07 0 0 0 oO 0 0 0 2 

Titer fiir ld 1: 20000; fiir 2d ~ 1: LOQ000, 


Tabelle 111. 


Steigerung der homologen Titer der Antiglobinsera im Verlaut 
der Immunisierung. 





Komplementbindung Prazipitation 


Reaktion v. 0,25 com Reaktion v. 0,.25ccm Reaktion v. 0,1 com 


$3 
S% 33 + 2s 

se 5 = Globin 1 : 8000 5 25 Antiglobinserum & a5 Antiglobinserum ist 
ss 20 ~ 0,03 mg istnoch & 53 11:4 ~ O006ccmist 3 FO noch positiv bei 
“te €83 _ positiv bei Anti- sss noch positiv bei ass 0,25 com Globin- 
Ne. (— 2” serumverdiinnung —*” Globinverdinnung =% * verdunnung 

1 b 1:16 bis 1:32 ‘ 1: 45000 d 1: 20000 

I e 1:16 . 1:82 e 1: 65000 e 1: 65000 

2 b 1:16 , 1:82 tC 1: 100000 d 1: 100 000 

2 e 1:32 , 1:64 e 1 : 250 000 e 1 : 320 000 

(~ 0,005 cem) (~ 0,001 mg) (~ 00008 mg) 


Bei der Komplementbindung betraégt die Empfindlichkeitsgrenze de- 
stéirksten Antiserums, 2e, etwa 0,005 ccm fiir 0,03 mg Globin; mit 0,06 cem 
laBt sich noch 0,001 mg Globin nachweisen. Steigerung des Titers tm 
Verlauf der Immunisierung ist bei Antiserum 2 deutlicher als bei | In 
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Ubereinstimmung mit den Versuchen von Browning und Wilson! war di 
Reaktion mit alkalischen Globinlésungen schwacher als mit sauren. Die 
Globinpréparate T und IIT hatten meistens gleiche Titer. 


Artspezifitdt. 


Tabelle IV. 


Artspezifitat der Antiglobinsera; Praézipitation 
Pferdeglobin I-, Rinderglobin- und Schweineglobinlésung werden mit 
n/250 NaOH, die 0,85°, NaCl enthalt, rasch auf 1: 16000 verdiinnt 
pu der drei Lésungen = 8,3. In Vorversuchen mit Kaninchennormalserum 
Nr. 10 reagierten Pferde- und Schweineglobin negativ. Rinderglobin gab 
eine Spur Opaleszenz. Die héheren Verdiinnungen wurden mit 0,85 °Jiger 
NaCl-Lésung hergestellt. Ablesung nach 30 Minuten. 








Globin von Pterd Rind 
K onzentration 1: 16000 1.32000 1-64000 1:16000 1.32000 1- 64000 
NaOH.Normalitat 1 2) 1 500 1: 1000 1 2 1 ee ee | 
Antiglobinserum Nr. le c ¢ ; 0 0 
* Nr. Ze . + ‘) 
Kaninchennormalserum Nr. 3 0 0 Y ? 0 0) 
Globin von Schwein K 
Konzentration 1: 16000 1: 32000 1 . 64000 (i 
Na OH-Normalitat 1 250 1 500 1: 1000 1:a) 
Antiglobinseram Nr.le . rea ? 0 0 0 
Nr. 2e . } , 0 0 


Kaninechennormalserum Nr. 3 0) () 0 0 


Die spezitische Prazipitation vermag Pferdeglobin von Rinder- und 
Schweineglobin zu, differenzieren; die Komplementbindung liefert starkere 
Ausschlige aber geringere Spezifitat. 


T abe Mle ] e 


Artspezifitat der Antiglobinsera; Komplementbindung. 

(Beispiel fiir die Ausfiihrung der -.gekreuzten Komplementbindungs- 
versuche). 

Vorversuche ohne Antiserum und Normalserum oder ohne Globin 
ergaben Hamolyse bei Globin 1 : 8000 und Antiserum und Normalserum | : 4. 


Komplementtitration. 


0,25 cem Globin |: 8000, in bezug auf NaOH 0,0016n, 0.25 com 
Kaninchennormalserum Nr. 4, inaktiviert, 1: 4, + angegebene Komplement 
volumina + 0,85°,ige NaCl-Lésung zu 0,75cem: %4 Stunden im Brut- 
schrank bei 37°. Zusatz einer Mischung von 0,25 cem Hammelbluthimolysin 
in einer Konzentration, die drei lésenden Einheiten entspricht + 0,25 cem 


Hammelblutkérperchen 1:20. Ins Wasserbad von 37° eingestellt, bis die 


1 Siehe S. 428, FuBnote 4. 
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com Komplement |! : 7,5 


Angewandt 


0,09 0.12 0,16 021 0,28 com 

Globin, Pferd a 0 0,20) 

Maultier } 0 0 0.99 

Ese] + " a O20 

Rind ' 4 t 0 0 0.21 

= Schwein 4 { ) 0 0 0.90) 

& (i:@0) . () 0.16 
Kreuzungsreaktion. 

Versuchsanordnung wie bei der Komplementtitration. 
Die Antisera waren, unter Zusatz von 8°, des Gesamtvolumens 


Carbolglycerin, in braunen Ampullen eingeschmolzen, 144 Monate im Eis 
-chrank aufbewahrt. Inaktivierung am Versuchstag. Das Normalserum. 
vuch bei der Komplementtitration, hatte das gleiche Alter und war in gleicher 
Weise behandelt. 











Antigenverdiinnung konstant 1: 8000 
Antiglobinserum Nr. le Nr. 2¢ Normals. Nr. 4 + 
Verdiinnung 1:4 1:8 1:161:32 1:4 1:8|1:161:32 1:4 1:8) 
Globin, Pferd 0 a Tt 0 ) 
Maultier 0 0 0 0 0 0 rh 0 
Ksel 0 0 0 0 0 ( 
Rin’ ‘) “ 0 0 iL 0 0 0 0 
Sehwein ) ) 0 ) ‘) i) i) 0 
h 1: oc) “ 0 0) ‘) a 0) i 
Antiserumverdiinnung konstant 1:4. 
(Die Reaktionen 1: 4; 1: 8000 sind nur einmal ausgefiihrt.) 
Antiserum Nr. le Nr. Ze 
- - = = - = ™ = 
- = = = = = = = = = 
= = = = = = = = = ~ 
Antigenverdunnung = > ~ ad XK = rs 4 4 A 
7 = - e - 7 = - rs = 
Globin. Pferd i} i) ) i 
Maultier ) ‘) “ i) 0 i 
ksel ( a i 0 ‘) 0 0 { 
Rind ) ( 0 () iD a 0 0 7 ( 
Schwein 0 0 ) 0 ( , 
Ks ergeben sich die Reihen: 
ic Pferd Bel Maultier Schwein Rind 
Ze: Pferd Kise Schwein Maultier tu 
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Die Antigenlésungen allein nach 18 Stunden zeigen folgendes: 
Schwein > Pferd, Esel ~ Maultier > Rind 
starke Triibung schwache Triibung klar 
Auch bei der unspezifischen Prazipitation mit Normalseruim reagiert 
Schwein > Pferd > Rind. 
Die Mitreaktionen des Schweineglobins bei der Komplementbindun, 
hdngen demnach mit der geringen Bestdndigkeit seiner Lésung zusammen 
Weitere Verwandtschaftsreaktionen mit den Globinen hatten ahnlich: 
Ergebnisse. 


Tabelle VI. 


Titergrenzen der Antiglobinsera gegen Globine verschiedene: 
biologischer Herkunft. Komplementbindung. 


Antisera ohne Zusatz, sonst wie oben aufbewalhrt. 





Alter Globinlosungen Antigen konst. 1 : 8000 Antiserum konstant | : 4 
der 
Anti- Antiserum Antiserum 
sera Herkunft Reaktion 
Tage Nr. le Nr. 2e Nr. le Nr. 2e 
20 Pferd sauer) PH 1: 16 1 : 32 1:32009 + 1:128000 
20 = Schwein +321: 4 ? 1:16 1: 8000 » 1: 32000 
20 Rind S: 133 3: € @ 1: 4 ? 1: 8000 0 1 8 000 
14 Schwein alkalisch 1:16 ” 1:16 + 

14 Rind ss: 3? i: 4 

1 Pferd a: 4 

1 Schwein t- 42 6 


Die Spezititat von le ist stark ausgepragt, weniger die von 2e. Das 
Ausma8 dieser Gruppenreaktionen haingt auch vom Kolloidzustand des 
Antigens ab!'; also nicht nur von der Individualitét des Antiserums, des 
Normalserums und des Komplements. Das staérkste Antiaminoglobinserum 
2e gab nicht Komplementbindung mit Pferdeglobin und, wie danach 
zu erwarten war, auch nicht mit Schweine- oder Rinderglobin; ebensowenig 
wirkte Antinitroglobinserum auf Schweineglobin. 

Die Mitreaktionen von Schweineglobin sind wohl nur durch die 
geringe Stabilitét seiner Lésung verursacht?, und die Artspezifitét kommt 
schon darin zum Ausdruck, dai Schweineglobin nicht am: starksten reagiert. 
Auf die Unterschiede in den Komplementbindungsreaktionen von Pferde-. 
Maultier-, Eselglobin kann kein grofer Wert gelegt werden. Es besteht 
vorléufig kein Grund zu der Annahme, daB den Antiglobinseren héhere 
Artspezifitét eigen ist, als den entsprechenden Antiserwmseren, deren 
Differenzierung, wie wir in Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen 
finden, nicht eindeutig gelingt. Da®B aber die Antiglobinsera in Wirklichkeit 
eine hohe Artspezifitaét besitzen, die nur bei der Komplementbindung 


' Diese Beziehung diirfte mit der Pickschen Zustandsspezifitat nicht~ 
zu tun haben. Es handelt sich ja wohl nur um eine Eigenschaft des Priifungs-. 
nicht des Immunisierungsantigens. 

2 V¢l. S. 429, FuBnote 1. 
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eilweise verdeckt sein kann, geht nicht nur aus den Prazipitationen, sondern 
iuch aus einer eigentiimlichen Spatreaktion zwischen Antiglobinserum und 
Hamoglobin hervor. 

Spatprdazipitation. 


Tabelle VII. 


Artspezifische Spatprazipitation von Antiglobinserum 

mit Hamoglobin. 

Die Hamoglobinlésungen waren mit Ather gesattigt aufgehoben worden 
und standen vor Verwendung eine halbe Stunde in kleinen Portionen bei 
Zimmertemperatur offen. Nach 18stiindigem Stehen der Reaktionsgemische 
bei Zimmertemperatur wurde mit einem Glasstébchen umgeriihrt. Be 
sonders deutlich ist Lupenablesung der Reaktion. 





Hamoglobin Ill 1: 1000 von Serum | : 100 von 
kK 
Pterd Esel Schwein Hammel Pferd Mensch 
Antiglobinserum 
Nr. 2¢ } 0 0 0 0 


Die Reaktion des Antiglobinserums mit Pferdeserum wird im Abschnitt 
Organspezifitat besprochen. — Wiederholungen mit dem némlichen Anti 
serum fiihrten nach 2 Stunden Brutschrankaufenthalt bei 37° und weiteren 
18 Stunden bei Zimmertemperatur zum gleichen Ergebnis. Das inaktivierte 
Antiglobinserum lc reagierte ebenso, nur mit Eselhimoglobin: ? statt 

Manchmal kommen bei der Spétprazipitation unspezifische Opales 
zenzen vor, die aber von der spezifischen Reaktion leicht zu unterscheiden 
sind: 


Tabelle VIII. 


Ablesung nach 2 Stunden Z'mmertemperatur. 





Hamoglobin 1 : 1000 von 


Pterd Ill Esel IV Rind Ill Rind IV | Schwein TV Hammel III 


Antiglobinserum 


Nr. le + 9 9 9 0 0 
Nr. 2e h. che of £.. of 0 0 0 2 0 


Nach 18 Stunden waren stérende unspezifische Triibungen auft get reten. 

Auch bei der Komplementbindung reagierten aber heterologe Haémo 
globine mit Antiglobinseren stets negativ, was ja schon bei den homologen 
der Fall war, wenn sie serolegisch rein waren’. Die zu schwachen Anti 
hamoglobinsera lieferten keine positiven Ergebnisse. 





Verwandtschaftsreaktionen der Sera von Pferd, Maultier 
und Esel. 

Fiir die Beurteilung der Kreuzungsreakticnen zwischen Pferde-, 

Maultier- und Eselglobin ist die Differenzierungsméglichkeit der Sera 


1 Vgl. Tabelle XVI (C) und Ubersichtstabelle; die Antiglobinsera la 
und 1b wirkten nicht auf die Himoglobine III von Pferd, Esel oder gar 
von Rind, Schwein. 
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dieser drei Tierarten von Bedeutung, weil man den Antiseren gegen Ser 
héhere Artspezifitét zuschreibt als denen gegen andere EiweiBkérper de: 
Organismus. Diese Differenzierung vermégen Prazipitation und Komplement 
bindung, wie wir in Ubereinstimmung mit einer kurzen Angabe von K. Land 
steiner und I. van der Scheer finden, nicht mehr scharf zu leisten. 

Gekreuzte Prdzipitation ergab keine Differenzierung. 

Nur das eine Antipferdeserum Nr. 3 reagierte mit Pferdeserum starke: 
als mit Maultier- oder Eselserum. Aber mit einem zweiten Antipferde 
serum, Nr. 2, mit zwei Antimaultier- und zwei Antieselseren lieBen sicl 
keine Unterschiede fiir die drei Antigene feststellen. 


Partielle Absdttiqung. 1,00cem Antipferdeserum Nr. 3 1,50 cem 
Pferde-, Maultier- oder Eselserum 1:30; nach eintégigem Eisschrank 
aufenthalt wird bis zur Volumkonstanz zentrifugiert. Differenzen der 
Prazipitatvolumina? liegen mindestens fiir kleine Antiserummengen inner- 
halb der Fehlergrenzen der Methode. Die drei Zentrifugate reagieren dann 
mit den drei Antigenen, wobei erstens die Zentrifugate konstant 1: 1 und 
die Antigene wechselnd verdiinnt, zweitens die Antigene konstant 1: 50 
und die Zentrifugate 1:2, 1:4, 1:8 usw. verwendet werden. Ablesung 
nach 20 und 60 Minuten. 


Tabelle 1X. 


Reaktion der partiell abgeséttigten Zentrifugate mit den 
Antigenen. 





Zentrifugat von Antigen; Serum von 
Antipferdeserum + Pferdeserum Pferd - Maultier ksel 
+ Maultierserum Pferd Ksel - Maultier 
a Kselserum Pferd > Maultier ~ Esel 
\ntimaultierserum + Maultierserum Maultier ~ Pferd - Esel 
+ Pferdeserum Maultier > Esel > Pferd 
+ KEselserum Pferd Ksel > Maultier 


Die ersten fiint Reihen verlaufen im Sinne der Differenzierung. 
DaB bei der letzten die Folge nicht die erwartete Maultier > Pferd 
Esel ist, kénnte auch an einem unerkannten Versuchsfehler liegen. 


Bei der gekreuzten Komplementbindung reagierten: 


Antipferdeserum 2a mit Pferd Maultier Esel 
Antimaultierserum la ,, Esel > Maultier Pferd 
- 2a ., Maultier Esel > Pferd 
Antieselserum la ., Esel - Maultier > Pferd 
2a ,. Esel - Maultier > Pferd 


Wie die Kontrollversuche ergaben, war das Komplementvolumen fin 
Eselserum eben merklich zu klein, so daB die Ergebnisse im Sinne einer 
Differenzierung gedeutet werden kénnten. 

Es wire méglich, da8 die hier verwendeten Methoden zwischen den 
Seren von Pferd und Esel keine gréBeren serologischen Unterschiede nach- 


1 Siehe 8. 439, FuBnote 4. 
8S. 444, FuBnote 3. 


2 Siehe 
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suweisen vermdégen als zwischen zwei Seren von verschiedenen Pferden 
oder gar zwischen zwei zu verschiedenen Zeiten gewonnenen Seren des 
gleichen Pferdes. Soleche Kontrollversuche stehen noch aus. 


Anhang: Anaphylaxieversuche. 


Die Dosis toxica betrug fiir das Globinpréparat von Gay und Robertson! 
an normalen Meerschweinchen von 300 bis 400g bei intraperitoneale: 
Injektion 40 mg, bei intravenéser 2 mg. Wir erhielten an normalen Meer 
schweinchen von 220 bis 235 g bei intraperitonealer Injektion von 240 mg 
Globin 1 in 10 cem toxische Erscheinungen und nachfolgende Erholung, 
wenn der Globinniederschlag nach Besalzung mit mdéglichst wenig Séure 
gelést wurde; aber keine Erscheinungen bei Lésung mit Alkali. 17 mg 
in leem der alkalischen Lésung von Globin IV waren intrakardial fiir 
ein Tier tédlich, fiir eins schwach toxisch, fiir zwei indifferent*®. Unsere 
Globinpraéparate sind also etwa zehnmal weniger giftig als die von Gay und 
Robertson. 


Sechs Meerschweinchen wurden vorbehandelt mit LO mg Globin | 
in 0.5 cem, und zwar, um giinstigere Resorptionsbedingungen fiir die wenig 
stabile Lésung zu schaffen, intraperitoneal. Nach 20 bis 24 Tagen wurden 
vier Tiere reinjiziert mit 17mg Globin IV in lcem alkalischer Lésung 
intrakardial und zwei Tiere mit 100 mg in 5,8 cem der gleichen Lésung 
intraperitoneal. Zwei weitere Tiere waren intraperitoneal prépariert mit 
60 mg Globin I oder 67 mg Globin III sauer, und erhielten nach 20 Tagen 
100 mg Globin IV in 5,8 cem alkalischer Lésung intraperitoneal. 


Bei drei Kontrolltieren war die intraperitoneale Reinjektion/ indifferent, 
sie rief aber auch bei den_ sensibilisierten keine deutlichen Schock 
erscheinungen hervor. Die Kontrolltiere fiir intrakardiale Reinjektion 
sind die bei der Toxizitétspriifung erwéhnten. Von den vorbehandelten 
hatten zwei starke, eins leichte Krampfe, zwei keine Erscheinungen; all 
iiberlebten. Die Rektaltentperaturen waren bei sechs von den acht pra 
parierten Tieren tiefer als bei den zugehdérigen Kontrollen. 


Wir erhielten also in Ubereinstimmung mit Gay und Robertson' keine 
typischen Anaphylaxiereaktionen. Natiirlich ist Globin trotzdem ein echtes 
Antigen. Es manifestiert sich nur nicht als Anaphylaktogen, und Protamine 
und Histone verhalten sich bekanntlich ebenso. Die Ursache dafiir liegt 
wieder in jener, fiir die basischen EiweiBkérper charakteristischen Eigen 
schaft, noch in saurer Lésung Kationen zu bilden, die mit den Protein- 
anionen des Serums einen Niederschlag geben. Dessen stérender Einflub 
léBt sich, wie oben ausgefiihrt, bei der Prazipitation innerhalb bestimmter 
pua-Grenzen und bei der Komplementbindung durch héhere Verdiinnung 
des Antigens vermeiden. Bei der Anaphylaxiereaktion braucht man jedoch 
weit stirkere Antigenlésungen. Deren Stabilisierung durch Alkali findet 
nun rasch ihre Grenze; denn wie die Prazipitation und die Komplement 
bindung. so wird auch der Schock durch allzu reichlichen Alkalizusatz 


' Siehe S. 428, Fubnote 1. 

2 Nach Schittenhelm und Weichardt (s. 3. 430, FuBnote 2) liegt die 
tédliche Globindosis in Ubereinstimmung mit unseren Werten zwischen 
30 und 60 mg fiir Meerschweinchen von 315 bis 340mg. In einem Ana 
phylaxieversuch war Reinjektion von 15 mg_ tédlich. 








= 
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heeintrachtigt?. Sind die Antigenlésungen aber nicht stabil genug, s« 
entsteht eben nach intrakardialer oder intravenéser Injektion der unspezi 
fische Niederschlag im Blute des Versuchstieres. Beim vorbehandelten und 
beim normalen kann er zu unspezifischen anaphylaktoiden Erscheinungen 
AnlaB geben. Im Organismus des vorbehandelten Tieres aber wirkt der 
vielleicht groBe Antigenanteil, der selber in die Fallung eingeht, bei der 
Schockauslésung langsam. Denn wenn sich das Antigen erst ganz allmahlich 
wieder lést, was fiir Protamine und Histone, aber auch fiir Edestin®. 
Coctosera, Plasteine*, rote Blutkérperchen* angenommen wurde, ist kein 
typischer Schock, sondern protrahiertes, sanftes Abreagieren zu erwarten 


Organspezifitdt. 
Tabelle X. 
A. Reaktionen von Pferdeserum mit Antiglobin-, Antinitro 
globin- und Antiaminoglobinserum!®. 


Die Pfeile bedeuten die Antigenkonzentration bei der Komplementbindung. 
Ablesungszeit bei der Prazipitation 20 Minuten. 





Prdazipitation AKomplementbindun: 
Antiserum Antiserum: 
Antigenkonzentration hencenttiiees 
seis °es - 8/18 § 
gegen Nr = ra = + A a ~ - x © 
Globin la 0 0 
= 2a 0 0 
” 1 c 
Qe L 1 
9 le | - 
; 2e +\+4 ++ 
. la > 0 0 
. 2a => 0 0 


1 leem unserer Reinjektionslésung enthielt 0,016 bis 0,022 ccm 
n NaOH, eine Alkalimenge, die zur Verhiitung des Schocks nicht ausreicht. 
Aber die in 5,8cem der Reinjektionslésung enthaltene, entsprechend 
gréBere Menge von 0,09 bis 0,013 cem n NaOH vermag die Erscheinungen 
haéufig zu unterd1ix ken. Dies schlieBen wir aus den Versuchen von K. Iwanoff 
(Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 108, 152, 1927), in denen allerdings. 
da von lceem Serum ausgegangen wurde, die EiweiBmengen etwa um 
ein Viertel geringer, die E.weiB- und Laugenkonzentrationen etwa sechsmal 
héher waren. 

2 H.G. Wells und Th. B. Osborne, Journ. infect. dis. 12, 341, 1913. 

3 E.v. Knaffl Lenz und £. P. Pick, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 
71, 296, 1913. 

£ O. Thomsen, Zeitschr. f. Immunforsch. Orig. 8. 539, 1909;  vgl. 
H. Zinsser und J. T. Parker, Journ. of exper. Med. 26, 411, und zwar 428, 
1917, die nach der Daleschen Methode arbeiteten. 

’ Uber das Prinzip der Tabellenanordnung s. Methodik, Antisera, 
S. 442. 











at 


*Z1 
ind 
rel 
ler 
ler 
ich 
n*. 
pin 
A) 





Immunochemische Untersuchungen tiber Globin und Globinderivate. 





453 





i Prdazipitation 
Antiserum Antigenkonzentration 
-~ ~ _s ~ _ = 
gegen Nr 2128/8 = gif 
Globin le > 
2c > 
ld > 
le > 
; 2e > 
Nitroglobin 2a 0 
. le - t 
ld - t 
Za > 
Be > 
» le > 
ld > 
Aminoglobin 2a 0 
~ le 0 i 
‘ 2c 0 0 
ld 
2e ++ 
la > 
" 2a —> 
= le > 
. 2c > 
- 2d > 
2e > 


1500 


1 


7500 


Komplementbindung 


Ant serum: 


konzentration 


0 
0 
0 
0 


0 


0) 
) 
0 
ft 


B. Reaktionen von Antiserum gegen Pferdeserum! 


(..Antipferdeserum’"). 


16 


0 


0 
) 
0) 


0) 
0 
0 








Prazipitation 
Ant k« trat 
Anti. ntigenkonzentration 
Antigene pterde- 7 
serum =~ an - = - 
= = = = = 
— — = = = 
= x * S = 
Nr - - - ~ ~ 
*ferdeglobin la 
- 2a > 
Schweineglobin la > 
- 2 a* —»> 
Nitroglobin la ? 0 
la > 
Aminoglobin la 0 
” la > 


* Ebenso reagierte Rinderglobin 


! Weitere Reaktionen s. Tabelle XVI 
Biochemische Zeitschrift Band 193. 


12000 


1 


homplementbindung 


8 
0 


0 
0 


Antiserum: 


konzentration 
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Zwei Antimaultier- und zwei Antieselsera gaben in der gleichen Ver- 
suchsanordnung wie Antipferdeserum 2a auch die gleichen Reaktionen: 
Negativ, nicht nur mit Pferdeglobin, sondern auch mit Rinder- und 
Schweineglobin. 

Die Komplementbindungstiter dieser fiinf Antisera und des Anti- 
pferdeserums la betrugen 1: 12 bis 1 : 36 fiir das homologe Antigen 1 : 600 
(s. unter Artspezifitét, Anhang). 

Bei der Prdzipitation reagierten ferner negativ: 

1. Antiglobinserum le mit Menschenserum 1: 100 nach 20 Minuten 
und 18 Stunden bei Zimmertemperatur. 2. Antiglobinserum le mit 
Menschen- und Rinderserum 1: 500 und 1: 1500. 3. Antiglobinserum le 
und Antiaminoglobinserum 2¢e mit Pferdeserumalbumin 1: 4000, 1: 12000 
und 1: 36000. Das Pferdeserumalbumin reagierte in entsprechenden Ver- 
diinnungen bei Prazipitation und Komplementbindung mit Antipferdeserum 
etwa ebenso stark, wie das Pferdeserum selbst. 

Pferdeserum als Antigen gibt also mit den Antiseren gegen Globin, 
Nitro- und Aminoglobin zwar bei der Komplementbindung stets negative 
Reaktionen, bei der Prdzipitation jedoch nur mit den Seren der friiheren 
Immunisierungsstadien. Mit den héherwertigen Seren der spdteren Stadien 
ist die Prazipitation positiv, und zwar fiir Globin starker als fiir seine Derivate. 
Die Ursache dieser Mitreaktionen’, die bis zu einer Pferdeserumkonzen- 
tration von 1: 7500, entsprechend einer EiweiSkonzentration von 1 : 60000 
gehen, laBt sich noch nicht klar erkennen: H6échstwahrscheinlich mu 
sie ins Priifungsantigen, d. h. ins Pferdeserum verlegt werden und vielleicht 
spielt dessen Individualitét eine Rolle. Das Pferdeserum enthalt ein mit 
den Serumproteinen wohl nicht identisches, aber, wie aus der negativen 
Reaktion von Menschen- und Rinderserum hervorgeht, artspezifisches 
Antigen. Wir haben die Individualitaét der Pferdesera nicht beriicksichtigt. 
weil alle jene Beziehungen erst im Verlauf der Versuche deutlich wurden. 


Strukturspezi fitat. 


Tabelle XI. 


Gekreuzte Komplementbindungsreaktion zwischen Globin, 
Nitroglobin und Aminoglobin. 


A. Antiglobinsera. 





-Antiserum Antigene 
Globin Nitroglobin Aminoglobin 

Vers I Ill I Il I I 

gegen Nr. dun- — — — — ——|— Fy —Telala 

nung = = - = = | = 

§ Ef = + | § Sisisis 

- - o = - | = ~ i Pe PF 

' 

Globin la*/ 1:4 ++++ +++ +++} 
” la | 1:8 TT TT = | +++ 
” 2a | 1:4 ue am ae + +++] 


* Uber die Starke der Mitreaktionen der asReihen, namentlich bei Aminoglobin, s. Methodik, 
Komplementbindung 


1 Siehe 8S. 438. 
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Antiserum 


gegen Nr 


Globin' 2a 


- lb 
- Lb 
» 1b 
" Lb 
- le 
- le 
" 2¢ 
. 2e¢ 
2 id 
i ld 
le* 
e le 
- le 
. le 
» le 
2 le 
2e 
. 2e 
. 2e 
= Ze 
‘ 2e 
%e 


Ver- 
dun: 
nung 


:16 
: 16 
4 
4 
: 4 
: 16 
: 16 
: 16 


ll eel eel al eel el oe ee 
= 


: 4000 


1 


Globin 
I il 
S = 
= = 
¥ > 
++ 
+ + 
0) 
: 
++ 4 
0 


* Die einzelnen Zeilen entsprechen verschiedenen Versuchsreiben. 


Im ersten Immunisierungsstadium ist die Strukturspezifitat 


Antigene 
Nitroglobin Aminoglobin 
I Il I ll 
= es: =} eis iz 
+ F = = = bal + 
> +- +4. ++ 
ae 
0 | 
0 
a 0 
0 0 
0 0 
0 0 
0 | 0 
0 
+ | 0/2 
0 |+ 
0 | 0/0 
0 0 
+ ii ae 
i= 
0 0°90 
0 0 
gering, 


spater ist sie hoch, besonders fiir Antiglobinserum Nr. 1 und in der c-Serie 
auch fiir Nr. 2. 


B. 


Antinitro- und Antiaminoglobinsera. 





Antiserum 


gegen Nr. 


Nitroglobin 





Ver- 
diin- 
nung 


Pe ee ee et et et ee 
_ 


— 


Se SO OO ie 


: 4000 


oO 


~— 


Globin 


I 


Antigene 
Nitroglobin Aminoglobin 
I II I 
S e 2 ie 2 ie 
ee: 
ihe che cha ohp fe <4. | 
+++ ++ 
+ + | 
<r at) 
nt | 
+ 
0 
+++ 0 
++++ 0 
++ 0 


30* 


4000 
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Antiserum Antigene 
Globin Nitroglobin A minoglobin 
Ver: I Il I II I Il 
gegen Nr. diins — ~_ es - ~ _ _ _ — — 
nung = = & Z = 2 = 7 : z 
+ % + + z + = + + + 
la*\1: 4] ? 0 

S£l) 2a /1: 4/0 0 +++-+ 
E =| Qe |1: 4 +4 t +4 
2d $6 1:16 / 0 0 0 


* Entsprechend den Reaktionen von 1a, 1:4 verliefen die von la, 1: 8 und von 2a, 1:4 
und 1:8 negativ. 


Die Strukturspezifitat gegen Globin ist so gut wie vollkommen. Re- 
lative Spezifitaét besteht selbst zwischen Nitro- und Aminoglobin, bei 
gleichen Verdiinnungen; ist aber das zugehérige Antigen das héher ver- 
diinnte, wird sie verdeckt; umgekehrt kann unter besonderen Bedingungen 
absolute Spezifitat vorgetéuscht werden. 

Das Ubergreifen der Antisera auf gleich substituierte EiweiBkérper 
fremder biologischer Herkunft findet sich entgegen der urspriinglichen An- 
nahme von Obermayer und Pick wohl nur bei starken Eingriffen in das 
Molekiil!. Wir erblicken im Ausfall der folgenden Versuche einen Hinweis 
auf die schonende Form, in der hier die Nitrierung gelang. 


Tabelle XII. 
Prazipitation. 


Antinitroglobinsera und Nitrocasein!. 





Antiserum Nitroglobin | Nitrocasein 
Nr 1: 15000 1: 3000 1 : 60000 1: 1000 1: 3000 1: 9000 
la ahi 1 + 0 0 0 0 
3a t + ? 0 0 0 0 


Als rohes Ma der relativen Spezifitat gelten die Quotienten der Titer, 
also der Konzentrationen (C), bei denen die Empfindlichkeitsgrenze er- 
reicht ist. 


Beispiel. Antinitroglobinserum 1d; Titer fiir Nitroglobin 1: 25000, 


fiir Aminoglobin = 1 : 5000; 
C Nitroglobin N 0.2. 
C Aminoglobin A 


Die Einheit ist der Ausschlag mit dem zugehérigen Antigen, der mit dem 
fremden ist in Bruchteilen dieser Einheit angegeben. 


1 Uber Nitrospezifitat s. S. 433 ff. 
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Ein kleinerer Wert ergibt sich entsprechend der geringeren Starke 
der Mitreaktionen aus den Differenzen des Komplementverbrauchs im 
Vorversuch mit Normalserum und im Hauptversuch mit Antiserum, wobei 
Titer und gleichstarke Reaktionen beider Reihen aufeinander bezogen 
werden. 

Beispiel. Die Differenz (d) der Komplementvolumina bei Antiglobin- 
serum la ist 0,16 fiir Globin 1: 8000 und 0,09 fiir Nitroglobin 1 : 4000. 
Unter der Annahme, dai der Komplementverbrauch proportional ist der 
Antigenkonzentration, wird der Globinwert verdoppelt: 


1/d Globin >. l 1 0,28 rund 0,3. 


I/d Nitroglobin @ N 0,32 ° 0,09 


Tabelle XIII. 


Ubergreifen der Prazipitation (Q) und der Komplementbindung Q’ 
der Antiglobinsera auf Nitroglobin I (N) und Aminoglobin I (A). Die 
Prazipitationstiter einiger Antiglobinsera sind in Tabelle III angegeben. 





Antiglobinserum a o' G a G a G 
Nr. *N *N “A cA 
la 03 0,1 
2a 0,3 0.2 0,3 01 
2¢ 02 0.1 


Tabelle XIV. 


Prazipitationstiter der Antinitroglobinsera und ihre Q- und Q’-Werte fir 
Aminoglobin (< 1 : 60000 bedeutet, daB der Titer héher liegt als 1 : 60000). 





Antinitroglobinserum Prizipitationstiter @ NI @ NI @ Ni 
Nr. Al Al All 
la 1 : 60 000 0,3 0,2 
2a 1: 90000 02 01 
3a < 1: 60000 0.1 
4a (gegen N LI) 1: 45 000 05 
le 1: 70000 03 
id 1 : 25.000 0,2 


DaB der Titer von ld niedriger ist als der von la und le erklaért sich 
aus der Alterung der Nitroglobin I-Lésung. Die verglichene Aminoglobin- 
lésung war gleich alt. Der EinfluB des Alterns der Antigenlésungen wird 
durch die Werte der néachsten Tabelle bestaétigt. NII und All 
sind jiinger als NI und AI. Nach Darstellung und chemischen 
Reaktionen sind NI und NII identisch, nicht aber Al und AII. In 


NI 

Ubereinstimmung damit besteht eine groBe Differenz zwischen Q ‘7 
NU ; | oe 

und Q a7 *° da8B die chemische Verschiedenheit der beiden Amino- 


globinpréparate serologisch bestatigt erscheint. 
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Tabelle XV. 
Praézipitationstiter der Antiaminoglobinsera'. 
(Der A II-Titer ist extrapoliert.) 





Antiserum . Al Al NII 
Ne. le Ib 2b 2d Ze ®nn °an|®an 
| 
Titer || 
gegen Al | 1:27000 1:27000 1:25000 1: 125000 1:1090000 
, NI 1:200000 2 0.5 
, All 1: 400000 4 


Exaktere Q-Werte sind zu erwarten bei der Untersuchung von Eiweib- 
lésungen, deren Kolloidzustand scharfer definiert und dauernd verfolgt 
wiirde, etwa interferometrisch nach Eichung mit Filtern bekannter Poren- 
gréBe. 


Die Q-Werte deuten auf den EinfluB der Alterung des Aminoglobins 
oder auf eine chemische Veraénderung beim Stehen in wasseriger Lésung hin, 


deren Stickstoffgehalt natiirlich unveréndert blieb. Der Ox i stimmt 
mit dem der Tabelle XIV iiberein, seine Erhéhung ist ein Ausdruck dafiir. 
daB sich N und ATIl néher stehen als N und Al. 


‘ 


5? G 
In den spéteren Stadien der Immunisierung waren die Q yr und 


G 
Q a Werte kleiner, fiir die Antigiobin e-Sera etwa 0,1. 


+ 


} A 
Ausnahmsweise kommen Antisera vor, deren Q A oder Qx 0 oder | 


wird. Eine GréBenordnung von 0,2 ist aber die Regel. Unser Versuchs- 
material ist zu klein, um eine Aussage iiter den Grad dieser Haéufigkeit zu 
erméglichen. 

Hadmoglotin III gibt keine Mitreaktionen aufer den _ spezifischen 
Spétreaktionen mit Antiglobinserum. Hamoglobin II verhalt sich, soweit 
es untersucht wurde, ebenso. Dagegen. reagiert Hamoglobin I mit allen 
hochwertigen Antiseren; aus seinen starken Reaktionen mit Pferdeserum 
darf man wohl schlieBen, daB mindestens 5% SerumeiweiB beigemengt 
waren. 


Die Ergebnisse mit den zu schwachen Antihémoglobinseren lassen 
sich nicht verwerten. Da nur ein Vergleich der antigenen Aktivitét des 
Hamoglobins mit der des Globins, Nitro- und Aminoglobins beabsichtigt 
war, wurde die Immunisierung vor Entstehung deutlich wirksamer Antisera 
gegen Hiaimoglobin abgebrochen. 


1 Die Hemmungszone ist bei der Praézipitinreaktion mit Aminoglobin 
auffallend breit; das Optimum liegt erst bei etwa 1: 9000. Die Ausgangs- 
lésung war alkalisch, wenn auch nur schwach, und wurde mit der Kochsalz- 
ésung weiter verdiinnt. 
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Tabelle XVI (Fortsetzung). 





Antiserum 


gegen 


Pferdeserum 


Hamoglobin I 


Pferdeglobin 


Nitroglobin 
Aminoglobin 


Nitroglobin 


Aminoglobin 


‘s 
Pferdeserum 


Hamoglobin I 


Nr 


Lb 


la 
la 
la 
2a 
la 


2a 


1000 


1 


ee 


=H 


rh 


vvyvy 


0) 
0 


vvyY 


vvvVyVyY 


y 


> 


—> 


Antigenkonzentration 


woo 


> 


i) 
) 


~ 


0 
0 
0 


>. 


Prazipitation 


4000 


1 


5000 


1 


9000 


hKomplementhindung 


Pferdehamoglobin I 


0 
0 


0 
0 


Pferdehamoglobin TTI. 


y 


¥ 


0 
0 


0 
0 
0 


0 
0 


0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 


0 
0 


Antiserum: 


konzentration 


u 
0 


0 
0 


< 


0 
0 


0 
0 
0 
0 
0 
0 


0 
0 


0 
0 
0 
0 


Ablesungszeit 


20 Min 


Std 


20 Min. 

2 Std. 

20 Min 

2 Std. 

2 ~b8SP 
18 

20 


tO to 


20 Min 
und 
2 Std 


20 Min. 


* Die Hamoglobine III vom Rind, TV vom Schwein in gleicher Weise, und Il vom Hammel 
nur durch Prazipitation gepriift, reagierten natiirlich ebenfalls negativ 
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Zusammenfassung. 


1. Aus dem schwachen Antigen Hamoglobin entsteht bei schonender 
Darstellung stark antigenes Globin, das sich als basisches Protein 
atypisch verhalt. Die nicht oder nur schwach basischen, deshalb in 
den Kérperfliissigkeiten leicht léslichen Derivate Nitroglobin und 
Aminoglobin sind starke und typische Antigene. Ein Gegenstiick zu 
dieser kiinstlichen Steigerung antigener Aktivitaét ohne Mitwirkung 
von Enzymen bildet die Beobachtung von Landsteiner und Barron an 
,Alkalialbumin“ und Xanthoprotein. 

2. Spezifische Globinprazipitation wird am deutlichsten bei pg 
der Antigenlésung = 8,1 bis 8,3. Die unspezifische Reaktion mit 
Normalserum, deren Verdiinnungsgrenze nur von der Individualitat 
des Globinpraparats abhangt, ist dann ausgeschaltet, weil Globin- 
anionen mit den Serumproteinanionen zusammengebracht werden. 

3. Dagegen gelang es nicht, konzentriertere Globinlésungen fir 
Anaphylaxieversuche geniigend zu stabilisieren. 

4. Die Artspezifitat der Antiglobinsera ist bei der Prazipitation 
mit Globinen und bei der Spatprazipitation mit Hamoglobinen stark 
ausgepragt. Auch die Komplementbindung leistet eine Artdifferen- 
zierung, wenn die Kolloidlabilitat der Antigenlésungen beriicksichtigt 
wird. Ob die Globine von Pferd, Maultier und Esel feinere Unter- 
schiede als die entsprechenden Sera aufweisen, laBt sich noch nicht 
entscheiden. 

5. Organspezifitadt von Globin gegeniiber artgleichem Serum be- 
stand gekreuzt nur bei der Komplementbindung. Bei der einen der 
beiden Prazipitationspermutationen wurde die Organspezifitat jedoch 
durchbrochen von einem artspezifisch orientierten Antigen, das im 
Pferdevollserum, aber nicht in jer isolierten Albuminfraktion ent- 
halten ist. 

6. Globin besitzt also die gleichen Spezifitatscharaktere wie Hamo- 
globin. 

7. Strukturspezifisch verhalten sich die Nitro- und Aminoderivate 
eines reinen, einheitlichen Proteins, des Globins, ahnlich wie die analogen 
Derivate des totalen Serumproteins. Die Spezifitatsinderung bei 
schonender Substitution diirfte vorwiegend durch den Eintritt der 
neuen Gruppe verursacht werden. Gegeniiber dem originaren Protein 
(Globin) hat sich nur eine relative Spezifitat ausgebildet. Anders 
verhalt es sich mit dem Hamoglobin. Auf dessen Lésung wirkt Anti- 
globinserum nach den iiblichen Reaktionen nicht. Wie die konsti- 
tutionellen, so sind auch die serologischen Beziehungen zwischen Nitro- 
globin und Aminoglobin eng. 











Zur Frage des Nachweises 
von Methylglyoxal als Zwischenprodukt der Glykolyse. 


Von 


Carl Neuberg und Maria kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die unlangst auftauchende Behauptung, daB man Methylglyoxal 
bei der alkoholischen Zuckerspaltung mit Hilfe von Semicarbazid fest- 
legen kénne, vermochten wir nicht zu bestiitigen'. Wir konstatierten 
lediglich eine erhebliche Anhiufung von Acetaldehyd im Sinne der 
Abfangverfahren; an Stelle von Di-semicarbazon des Methylglyoxals 
erhielten wir aber Hydrazo-di-carbonamid, das durch Selbstzersetzung 
des angewendeten Semicarbazids entsteht. Somit sind wir der Meinung. 
daB eine Verwechslung vorliegt, die dadurch hervorgerufen ist, daB das 
Hydrazo-di-carbonamid zufilligerweise denselben Schmelzpunkt wie 
das Methylglyoxal-derivat zeigt und mit ihm auch sonst im physikali- 
schen Verhalten Ahnlichkeiten besitzt; freilich erweisen sich diese bei 
genauer Untersuchung nur von oberflachlicher Natur. AuBerdem 
weicht die elementare Zusammensetzung beider Kérper, namentlich 
im Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt, weniger stark im N-Gehalt von- 
einander ab. Inzwischen hat Barrenscheen*® angegeben, daB durch 
Semicarbazid Methylglyoxal bei der Glykolyse in Hundeblut abfangbar 
sei. Nach unseren Erfahrungen diirfte hier die gleiche Verwechslung 
vorliegen; wenigstens ist es uns nicht gelungen, bei diesem Vorgange 
der Glykolyse Methylglyoxal als Di-semicarbazon zu isolieren. In allen 
Fallen, wo wir einen dem Methylglyoxal entfernt ahnlichen Kérper 
gewannen, war derselbe Hydrazo-di-carbonamid. 

Zu diesem Ergebnis gelangten wir sowohl bei Anstellung der 
Versuche mit Hundeblut als mit Pferdeblut. 


' OC, Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 191, 472, 1927. 
2 H.K. Barrenscheen, ebendaselbst 198, 105, 1928. 
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Wir wollen saimtliche Ansatze auBer Betracht lassen, die anders 
als bei Barrenscheen angeordnet waren; wir geben nachstehend nur 
solche Versuche wieder, die mit den seinen vollkommen vergleichbar sind 

Die Verhaltnisse bei der Glykolyse sind von denen bei der alkoholi- 
schen Garung in folgendem Punkte verschieden. Durch Enteiweibung 
der Blutfliissigkeit mit verdinnter Essigsiure erzielt man ein Filtrat. 
in dem das Abfangmittel zum Teil als essigsaures Salz vorliegt. Die 
Reaktion in dem Gargut ist weniger sauer. 

Wir haben friiher hervorgehoben, daB bei neutraler oder schwach 
alkalischer Reaktion die freiwillige Zersetzung des Semicarbazids zu 
Hydrazo-di-carbonamid leicht vonstatten geht und die Ausbeute 
einfach eine Funktion der Dauer sowie Temperatur der Eindampfung 
ist. Wir fiigen jetzt hinzu, daB — was bisher nicht bekannt zu sein 
scheint — auch in essigsaurer Lisung der gleiche Zerfall des Semicarba- 
zids unter Bildung von Hydrazo-di-carbonamid stattfindet. Dabei ist 
zu bedenken, daB beim Eindampfen im Vakuum die vorhandene ver- 
haltnismaBig geringe Menge Essigsiéure sich verfliichtigt, so dab zum 
Schlu8B im Grunde genommen die Verhiltnisse ahnlich liegen wie 
beim Einengen einer Lisung von freiem Semicarbazid. Durch Kon- 
zentrierung einer essigsauren Lésung von Semicarbazid erhielten wir 
(s. 8. 467) sehr erhebliche Mengen des durch Zersetzung entstandenen 
Hvdrazo-di-carbonamids. 


Gly kolyseversuche. 


A. Steril gewonnenes Hundeblut wurde durch Schiitteln mit Glasperlen 
und Filtrieren durch sterile Glaswolle vom Fibrin befreit. Jedesmal! 300 ccm 
wurden mit 1,2ccm 10°, iger entkeimter Glucoselésung versetzt. Die 
Gemische wurden unter éfterem Umschiitteln bei 37° aufbewahrt. Innerhalb 
3 Stunden wurde zu jedem Ansatz eine sterile, neutral reagierende Lésung 
von 2g Semicarbazid-chlorhydrat in 2°,iger Na-bicarbonatlésung gefiigt. 
Nach 6 Stunden wurden die Versuche beendet und die Gemische durch 
EingieBen in je 2400 ccm siedende n/100 Essigséure enteiweiBt. Das 
Koagulum wurde hei8 abfiltriert und mit kochendem Wasser ausgewaschen. 
Das gelblich gefarbte Filtrat wurde schlieSlich zur Faéllung des restlichen 
Proteins hei8 mit wenigen ccm kolloidalem Eisenhydroxyd (5°%,ig) behandelt 
und nach Filtration sowie Nachwaschen des Niederschlages im Vakuum 
bei 35° auf 15 bis 20 ccm eingeengt. Um die Eindampfdauer méglichst 
zu beschranken, wurde hier wie im folgenden jeweils ein 150 ccm Blut ent- 
sprechendes Quantum der enteiweiBten Fliissigkeit gesondert eingeengt. 
Bei ein- bis dreitégigem Stehen im Eisschrank schieden sich dann aus 
jedem Ansatz 15 bis 30mg einer schwer léslichen Substanz ab, deren 
Schmelzpunkt bei 253 bis 256° lag. Nach zweimaliger Umkristallisation 
aus siedendem Wasser schmolz die Substanz bei 257° vollkommen farblos 
und zeigte die von uns friiher (1. c.) zusammengestellten charakteristischen 
Eigenschaften des Hydrazo-di-carbonamids. 

Um sicher zu sein, daB das Methylglyoxal-derivat nicht bei der Ent- 
eiweiBung mit ausfallt, wurde das Protein-koagulum mit viel siedendem 
Wasser ausgewaschen, obgleich das Fliissigkeitsvolumen um das Vielfache 
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gréBer war, als zur Lésung der zu erwartenden Menge Methylglyoxal-di- 
semicarbazon tiberhaupt erforderlich ware. Weiter haben wir uns davon 
iiberzeugt, daB auch durch die Faéllung mit kolloidalem Eisenhydroxyd 
Methylglyoxal-di-semicarbazon nicht absorbiert wird ; denn ohne besondere 
VorsichtsmaBregeln und unter Verzicht auf sorgfaltiges Auswaschen er- 
hielten wir bei der Behandlung einer waésserigen Lésung von Methylglyoxal- 
di-semicarbazon mit Eisenhydroxyd und dessen Ausflockung durch Zusatz 
von etwas Magnesiumsulfat 80°% des Methylglyoxal-derivats ohne weiteres 
zuriick. 

SchlieBlich bemerken wir noch zu der von uns friiher angegebenen 
Gegeniiberstellung unterscheidender Merkmale zwischen Methylglyoxal- 
derivat und Hydrazo-di-carbonamid folgendes: 

Ist das Hydrazo-di-carbonamid aus sehr verunreinigten Fliissigkeiten 
ausgefallen, so braucht es als Rohprodukt, selbst wenn es den annéhernd 
richtigen Schmelzpunkt aufweist, zunéchst nicht farblos zu schmelzen. 
Erst nach mehrfachem Umkristallisieren — selbstversténdlich unter Ver- 
wendung von so viel Wasser, da8 das schwerer lésliche wahre Methyl- 
glyoxal-derivat in Lésung gehen und sich sogar zuerst ausscheiden miiBte — 
erhaélt man eine wirklich farblos bei 257° schmelzende Substanz. Unreines 
Hydrazo-di-carbonamid kann auch Lauge eine Farbung erteilen, die nicht 
von beigemengtem Meth-lglyoxal-derivat herriihrt. Bei dem unterschied- 
lichen Verhalten gegen essigsaures p-Nitrophenylhydrazin ist zu beachten, 
daB in der K&lte unlésliche Kérper auch nach Erwaérmung einer Lésung 
von p-Nitro-phenylhydrazin-acetat fiir sich auftreten kénnen, so daB Un- 
eingeweihte hier ebenfalls einer Téuschun 3 anheimfallen kénnen. Unldslich- 
keit des Methylglyoxal-di-p-nitro-phenyihydrazons in der Siedehitze und 
dessen Schmelzpunkt schlieBen jedoch jeden Irrtum aus. Angefiihrt sei 
ferner, daB die charakteristische Umwandlung des Hydrazo-di-carbonamids 
in das orangefarbene Azo-di-carbonamid bei Anstellung der Probe mit 
aéuBerst kleinen Mengen fortgesetzte Erwarmung auch nach Zusatz der 
Bichromat-mischung erfordert. (Bei gréBeren Mengen macht die Selbst- 
erwarmung eine besondere Erhitzung iiberfliissig.) 

Analyse der aus mehreren Versuchen gesammelten Substanz. 0,0836 g 
Substanz: 0,0636 g CO, tund 0,0396 g H,. 

C,H,N,O,. Ber.: C = 20,34, H = 5,09%; 
gef.: C = 20,75, H = 5,26%. 


B. Ein mit 1200cem sterilem defibrinierten Pferdeblut in gleicher 
Weise ausgefiihrter groBer Versuch lieferte 70 mg Hydrazo-di-carbonamid’. 


Versuche iiber die freiwillige Zersetzung des Semicarbazids in essigsaurer 
Lésung. 


Je vier Proben von 6g Semicarbazid-chlorhydrat wurden mit einer 
2° igen Natriumbicarbonatlésung neutralisiert, auf 1000 ccm verdiinnt 
und mit je 6 Liter siedender n/100 Essigséure vermischt. 


1 AuBer dem Hydrazo-di-carbonamid erhielten wir in allen Versuchen 
noch eine kleine Menge einer nicht schmelzenden Substanz, die haupt- 
séchlich aus dem Calciumsalz einer organischen Saéure zu bestehen schien. 
Sie lieferte nach Umkristallisation aus verdiinnter Salzséure und Wasser 
eine saure, bei 220° schmelzende Verbindung. 
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Zur Frage d. Nachw. v. Methylglyoxal als Zwischenprod 


Der erste Ansatz wurde bei 35° im Vakuum auf 
der zweite im Faust-Heimschen Verdunstungskasten bei 


Ansatz | 


” 


~~ ow to 


Bei Anstellung von Glykolyseversuchen mit Blut vom Pferd und 
Hund unter Zugabe von Glucose und Semicarbazid haben wir kein 
Methylglyoxal-derivat erhalten kénnen, wohl aber als Zersetzungs- 
produkt des angewendeten Reagenzes Hydrazo-di-carbonamid 


SchluBfolgerung. 


In allen vier Versuchen schied sich 


0,050 g 
0,113 ¢ 
0,695 g 
0,955 g 


25 ccm eingeengt, 
40° auf das gleiche 
Volumen gebracht, der dritte auf dem Wasserbad konzentriert und der 
vierte auf freier Flamme eingekocht. 
reines Hydrazo-di-carbonamid ab, und zwar betrug die Ausbeute in 
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